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A proteína UNC-76 foi identificada como essencial para a fasciculação e elongação de 
axônios em Caenorhabditis elegans. Da mesma forma, a proteína ortóloga em mamíferos 
FEZ1 apresenta expressão em tecidos neuronais e camundongos knockout para o gene 
fez1 apresentaram desvios de comportamento que remetem à hiperatividade e resposta 
alterada à psicoestimulantes. Já a proteína FEZ2 tem expressão ubíqua e sua função 
parece estar relacionada aos seus parceiros de interação. Trabalhos do grupo mostraram 
que FEZ1 é uma proteína multifuncional (hub), capaz de interagir com inúmeras proteínas 
através do C-terminal, e apresenta estrutura naturalmente desenovelada, formando dímero 
através do N-terminal. Dados da literatura demonstraram que FEZ1 está relacionada ao 
desenvolvimento neuronal, crescimento axonal e organização dos microtúbulos/transporte 
celular. Dessa forma, FEZ1 se caracteriza como uma proteína tipicamente citoplasmática 
que poderia atuar junto ao citoesqueleto como uma proteína adaptadora dimérica e 
bivalente. Essa hipótese foi reforçada pelas observações de que FEZ1 interage e colocaliza 
com elementos do citoesqueleto e proteínas motoras do tipo kinesina. Além disso, algumas 
evidências da literatura demonstraram a relação de FEZ1 com proteínas nucleares, 
envolvidas na regulação transcricional e reorganização de cromatina bem como a sua 
presença em frações nucleares. Nesse trabalho foi caracterizado o papel nuclear de FEZ1 
através da sua interação com o receptor do ácido retinóico (RAR). Foi possível demonstrar, 
através de experimentos in vitro e em cultura de células, a interação proteína-receptor bem 
como relacionar a expressão de FEZ1 com a indução do gene hoxb4 e, com isso, um papel 
para FEZ1 no complexo de transcrição gênica. Além disso, a partir de evidências da 
literatura e de trabalhos prévios do grupo demonstrando que a superexpressão de FEZ1 
provocou o aparecimento de núcleos multilobulados em mais de 40% de células, sendo este 
fenótipo comum em alguns tipos de leucemia e associado à resistência das células tumorais 
a drogas, avaliou-se neste trabalho a expressão de FEZ1 em tecidos de pacientes 
leucêmicos. Em conjunto, esses dados demonstram novas atribuições para FEZ1: 
funcionalmente envolvida com o receptor do ácido retinóico e com a transcrição e 







The protein UNC-76 was identified as an essential component for axon fasciculation and 
elongation in Caenorhabditis elegans. In the same line its mammalian ortholog FEZ1 
presents neuronal expression and its gene knockout in mice showed hyperactivity and 
altered response to psychostimulants. The human paralogue FEZ2 shows ubiquitous 
expression and its functions seems to be related to its interaction partners. Our group 
previous works showed that FEZ1 is a multifunctional (hub) protein, meaning that interacts 
with many other proteins through its C-terminal, and structurally is natively unfolded and 
dimerizes through its N-terminal. Functionally, data from the literature, have shown that FEZ1 
relates to neuronal development, axon outgrowth and microtubule organization/cellular 
transport. Hence FEZ1 is typically cytoplasmic and could act at the cytoskeleton as a dimeric 
and bivalent transport adaptor. This hypothesis is further supported by the observation that 
FEZ1 interacts and colocalizes with cytoskeleton elements and motor proteins of the kinesin 
family. Furthermore, evidences from the literature also demonstrated FEZ1’s relation to 
nuclear proteins involved in transcription regulation and chromatin reorganization, as well as 
the presence of FEZ1 in nuclear extracts. This work characterized the nuclear role of FEZ1 
by addressing its interaction with the retinoic acid receptor (RAR). It was demonstrated, 
through in vitro and cell culture experiments, the protein-receptor interaction as well as the 
relation of FEZ1 expression to the induction of hoxb4 gene and, therefore, a possible role for 
FEZ1 in a transcriptional regulation complex. Moreover, after literature evidence and also 
findings from our group that the super expression of FEZ1 caused the generation of "flower-
like" nuclei in more than 40% cells, which is a phenotype commonly found in certain 
leukemias and has been associated to an increased drug resistance of the cells, this work 
also deepened the understanding of the expression of FEZ1 by evaluating these protein 
expression in leukemic patient tissue. The data provided here added new attributions to 
FEZ1 protein: functionally involved with retinoic acid receptor and transcription and 
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(Adaptado: Plachez & Richards, 2005; Hirata, 2009).................................................21 
 
Figura 2: Esquema demonstrando a expressão de FEZ1 no cérebro de rato em 
desenvolvimento e adulto e também no embrião de camundongo............................23 
 
Figura 3: Modelo de baixa resolução para a estrutura dimérica de FEZ1. Cada 
monômero se liga através de uma cisteína presente no N-terminal. Nesse modelo, o 
C-terminal de cada monômero fica livre para realizar interações proteína-proteína 
com os diversos parceiros de interação (Adaptado de Alborghetti et al, 2010).........25  
 
Figura 4: FEZ1 é uma proteína que desempenha diferentes funções ao interagir com 
diversos parceiros......................................................................................................26 
 
Figura 5: Fracionamento citoplasma–núcleo em células HEK293 superexpressando 
FEZ1GFP (1-392), incluindo frações solúveis e insolúveis. Foram usadas células 
transfectadas com vetor GFP vazio (GFPØ) e lisado de células sem transfecção (cell 
lysate) como controles. As setas brancas indicam marcação de GFPØ e setas pretas 
indicam marcação de FEZ1GFP. Anti-hnRNPQ e anti-α-tubulin foram usados como 
marcadores de núcleo e citoplasma, respectivamente, e a marcação está indicada 
por setas pretas inferiores (Lanza et al, 2008)...........................................................32 
 
Figura 6: Expressão de fez1 em embrião de galinhas no estágio de gastrulação 
HH7 a HH14 através de hibridização in situ. A-E representam os estágios 
embrionários ao longo do desenvolvimento neural e contínua presença de fez1 








Figura 7: Ensaio de luciferase com plasmídeos repórteres, RAR, all-trans ácido 
retinóico (ATRA) e FEZ1. A) Gráfico com resultados normalizados mostrando 
resultados de transativação. pRL é um plasmídeo usado como controle de 
transfecção que expressa luciferase (Renilla) sob controle do promotor, 
independentemente de transativação. B, C, D e E: Esquemas representativos 
ilustrando resultados obtidos no gráfico. Em B e C não há superexpressão de FEZ1. 
Em D e E há superexpressão de FEZ1. Esfera vermelha (C, E) representa 
tratamento com all-trans ácido retinóico (ATRA) (Ariane S. Furlan, 2013)................34 
 
Figura 8: Síntese do all-trans ácido retinóico a partir da vitamina A (Adaptado Asson-
Batres & Rochette-Egly, 2014)...................................................................................35 
 
Figura 9: Estrutura dos receptores nucleares. A) Esquema representando as regiões 
de RAR e RXR. A/B: motivo independente de ligante; C: DNA-binding domain; D: 
Hinge; E: ligand-binding domain; F: não está presente em todos os receptores e tem 
função pouco definida. B) Estrutura do heterodímero RAR-RXR com ligante ácido 
retinóico (RA). CoA: coativador (Adaptado Asson-Batres & Rochette-Egly, 2014)...36 
 
Figura 10: Origem das linhagens celulares mielóide e linfóide a partir de células 
hematopoiéticas da medula óssea. A leucemia está relacionada com a proliferação 
anormal dos leucócitos (For the National Cancer Institute © 2007 Terese Winslow, 






Figure 1: Schematic representation demonstrating FEZ1 expression in the 









Figure 2: Low resolution model proposed to the dimeric structure of FEZ1. Monomers 
connect through a cysteine present in the N-terminal. The C-terminal of each 
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presence in a protein complex. The function of the association is also depicted. 
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Figure 3. FEZ1 and RAR interaction and localization in cells. A) Overexpression of 
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Figura 1: Controle do experimento com gânglio. A) Controle positivo, marcado com 






Figura 2: Comparação da expressão de FEZ1. A) Grupo controle; B) Grupo leucemia 
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Gráfico 1: Análise da expressão de FEZ1. Lâminas com cortes histológicos de 
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subtipo M4/M5; Normal: casos controle (não apresenta leucemia); Outros: leucemia 
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 1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. Desenvolvimento dos axônios 
 
 O crescimento de neurônios em longos axônios e dendritos altamente 
ramificados é um processo crucial para o desenvolvimento da rede neural e 
formação das sinapses. O crescimento dos axônios (outgrowth/ elongation) a partir 
dos cones de crescimento é essencial para o desenvolvimento do sistema nervoso 
desde a embriogênese, permitindo que relativamente longas distâncias possam ser 
percorridas até o encontro de células alvo, dando origem a um intrincado circuito de 
informações (Sun et al, 2013). 
 O caminho que os axônios percorrem até as células alvo é determinado por 
diversas moléculas, como netrinas, semaforinas, morfógenos, matriz extracelular e 
moléculas de adesão, entre outras. Essas moléculas podem ser categorizadas como 
de curto (surface bound) ou longo (diffusible) alcance e, ainda, como atrativas ou 
repulsivas para a chegada dos axônios aos seus alvos. Existem também elementos 
do citoesqueleto, como actina, microtúbulos e microfilamentos, que estão 
relacionados à estrutura, dinâmica e extensão dos axônios (Plachez & Richards, 
2005).  
 Nesse contexto, a fasciculação caracteriza-se como um mecanismo utilizado 
para guiar o caminho que os axônios irão percorrer. Durante esse processo existem 
axônios pioneiros que se estendem de acordo com as moléculas já citadas a partir 
do seu cone de crescimento. Após estabelecerem o caminho até seus alvos, outros 
axônios posteriores (denominados seguidores), originados do mesmo local e que 
apresentam as mesmas moléculas de adesão, seguem o caminho preexistente do 
axônio pioneiro formando um grupo (bundle) de axônios fasciculados (Figura 1). 
Essa estratégia (fasciculação seletiva) simplifica o encaminhamento dos axônios 
seguidores até suas células alvo, especialmente nos casos de grandes sistemas, 
contribuindo para a formação da rede de neurônios e desenvolvimento do sistema 






Figura 1: Esquema representativo do crescimento e fasciculação dos axônios (Adaptado: 
Plachez & Richards, 2005; Hirata, 2009). 
 
1.2. Descobertas iniciais sobre as proteínas da família FEZ 
 
 A família de proteínas humanas FEZ (fasciculation and elongation zygin/ zeta 
-1 e -2) foi descrita por Bloom & Horvitz (1997) como duas homólogas da proteína 
UNC-76 (uncoordinated-76) (Tabela 1). Buscando caracterizar o gene unc-76, o qual 
causou defeitos locomotores (daí o nome uncoordinated) em mutantes para 
Caenorhabditis elegans, os autores observaram que esses mutantes apresentavam 
crescimento anormal dos axônios: os axônios fasciculados não atingiam seu 
comprimento completo e também falhavam em permanecer firmemente juntos ao 
longo do percurso. Além disso, o gene humano fez1 foi capaz de recobrar 
parcialmente a locomoção e a fasciculação dos axônios em mutantes unc-76, 
sugerindo que a família de proteínas FEZ teria função e estrutura conservadas 







Tabela 1: Identidades e similaridades entre as proteínas humanas FEZ1 e FEZ2 e UNC-76 













FEZ1 35 46 - - 
FEZ2 34 45 49 56 
Alinhamento de UNC-76 (376 e 385 aminoácidos), FEZ2 (251 aminoácidos) e FEZ1 (392 
aminoácidos). Destaca-se que o N-terminal demonstrou-se mais divergente quando 
comparado ao C-terminal, mas ainda assim com significativa similaridade. O C-terminal 
apresentou três regiões com maior similaridade (aminoácidos 179-197, 251-307, 354-381; 
numerados de acordo com a proteína de C. elegans) (Bloom & Horvitz, 1997). 
 
 Similarmente, FEZ2 também parece atuar no desenvolvimento do sistema 
nervoso, embora sua expressão não seja restrita a um tecido ou tipo celular 
específico (Fujita et al, 2004). Assim, as proteínas da família FEZ definiram uma 
nova classe de proteínas envolvidas no crescimento axonal e desenvolvimento do 
sistema nervoso (Bloom & Horvitz, 1997). 
 
1.3. Padrões de expressão em tecidos 
 
 A proteína FEZ1 é expressa no cérebro enquanto a proteína FEZ2 possui 
expressão ubíqua (Bloom & Horvitz, 1997). De forma mais detalhada, Honda e 
colaboradores (2004) caracterizaram a expressão de FEZ1 no cérebro de rato em 
desenvolvimento através de hibridização in situ. Foi demonstrado que o mRNA de 
FEZ1 no cérebro de rato adulto apresentou-se mais expresso no bulbo olfatório, 
córtex e hipocampo, enquanto no cerebelo o sinal foi fraco. 
 Em relação aos níveis de expressão no hipocampo durante o 
desenvolvimento em rato (Figura 2), a expressão foi baixa nos estágios pré-natais 
E16 e E18, enquanto em E20 houve aumento nas células piramidais, e em P0 houve 
intenso sinal nas células piramidais e granulares. O sinal mais intenso foi detectado 






Figura 2: Esquema demonstrando a expressão de FEZ1 no cérebro de rato em 
desenvolvimento e adulto e também no embrião de camundongo. 
 
 Outro estudo comparou a expressão dos níveis de mRNA de FEZ1 e FEZ2 
em tecido de rato e embrião de camundongo. Novamente, FEZ1 foi observada no 
cérebro, enquanto FEZ2 mostrou-se presente em todos os tecidos. Nos embriões de 
camundongo, FEZ1 mostrou-se altamente expresso em 11 dpc (dias pós-coito) com 
gradual decréscimo enquanto o desenvolvimento prosseguia (Figura 2). A expressão 
de FEZ2 manteve-se constante entre 7 a 17 dpc (Fujita et al, 2004). 
 Além disso, foi também observada expressão de FEZ1 nos astrócitos do tipo 
2, em ambos os níveis mRNA e proteico (He et al, 2009). Os autores também 
demonstraram, por experimentos de imunofluorescência, a presença de FEZ1 no 
citoplasma de astrócitos e neurônios. Mais recentemente, esse mesmo grupo utilizou 
um modelo animal para doença de Parkinson e demonstrou uma mudança no 
padrão de expressão do mRNA de FEZ1: de neurônios dopaminérgicos no grupo 
controle para um aumento significativo em astrócitos, sugerindo uma associação 
entre a expressão de FEZ1 e a ativação de astrócitos nesse modelo de doença (Sun 
et al, 2014). 
 
1.4. Modelo estrutural de FEZ1 
 
 A proteína humana FEZ1 possui 392 aminoácidos e, através de predições por 
software realizadas por nosso grupo, foi demonstrado que sua sequência, 
especialmente o N-terminal e a região central, apresenta estrutura desordenada. A 




al, 2009). Esses resultados in silico foram confirmados através de experimentos de 
dicroísmo circular. 
 Além disso, também foi predito que FEZ1 possui regiões com alta 
probabilidade de formar coiled-coil, sendo estas regiões no C-terminal (aminoácidos 
233-261 e 278-306) (Lanza et al, 2009). 
 Devido à sua característica desordenada, experimentos de espalhamento de 
raios-X a baixo ângulo foram realizados buscando determinar um modelo 
conformacional para FEZ1. Foi demonstrado que FEZ1 possui uma conformação 
longa e flexível e que se apresenta como um dímero em solução. Os autores 
compararam o valor de massa molecular teórico de FEZ1 (48.6 kDa) com o valor do 
dímero (95 kDa), confirmando que o segundo era aproximadamente duas vezes 
maior que o primeiro (Lanza et al, 2009). 
 Outra publicação de nosso grupo sobre a dimerização de FEZ1 aprofundou o 
conhecimento sobre sua estrutura (Alborghetti et al, 2010). Através da mesma 
técnica da publicação anterior e, ainda, utilizando espectrometria de massas, 
observou-se que a porção N-terminal foi capaz de formar dímero (aminoácidos 92-
192) através de uma ligação dissulfeto entre duas cisteínas. A presença do dímero 
também foi confirmada em lisado de célula HEK293 (Alborghetti et al, 2010). 
 Em relação à FEZ2, a mesma capacidade para formar dímero através do N-
terminal (aminoácidos 106-189) foi demonstrada por Western blot. Foram 
observadas duas bandas: monomérica a 20 kDa e dimérica a 40 kDa (Alborghetti et 
al, 2010). 
 Finalmente, o modelo estrutural proposto determinou que FEZ1 forma dímero 
na região N-terminal através de ligação dissulfeto e que as porções C-terminais de 
cada monômero podem, então, ficar livres para interagir com os diversos parceiros 
de interação do interatoma de FEZ1 (discutido a seguir). Dessa forma, o N-terminal 
funciona como uma plataforma para dimerização enquanto o C-terminal é um 






Figura 3: Modelo de baixa resolução para a estrutura dimérica de FEZ1. Cada monômero se 
liga através de uma cisteína presente no N-terminal. Nesse modelo, o C-terminal de cada 
monômero fica livre para realizar interações proteína-proteína com os diversos parceiros de 
interação (Adaptado de Alborghetti et al, 2010).  
  
1.5. Parceiros de interação e funções  
 
 FEZ1 e FEZ2 são proteínas hub, o que significa que são capazes de interagir 
com um grande número de proteínas que possuem diferentes funções (Figura 4). 
Essas proteínas constituem verdadeiros “nós” em redes de sinalização e interatoma, 






Figura 4: FEZ1 é uma proteína que desempenha diferentes funções ao interagir com 
diversos parceiros. 
 
 FEZ1 e FEZ2 foram identificadas como parceiras de interação em diferentes 
screenings por duplo-híbrido (Assmann et al, 2006; Alborghetti et al, 2011; Stelzl et 
al, 2005). Essas interações envolveram funções relacionadas ao desenvolvimento 
neuronal, crescimento axonal e organização dos microtúbulos/transporte celular. 
Foram, ainda, identificadas proteínas nucleares, envolvidas na regulação 
transcricional e reorganização de cromatina, sugerindo que FEZ também 
desempenha funções regulatórias no núcleo (Assmann et al, 2006; Alborghetti et al, 
2011). Destaca-se ainda que um desses estudos realizado por nosso grupo 
descreveu 59 proteínas parceiras de interação para FEZ2, sendo que 40 dessas 
proteínas interagiram com UNC-76 e FEZ1 (Alborghetti et al, 2011). Este resultado 
sugere que FEZ2 ganhou 19 novas interações específicas e ainda preservou a 
maioria das interações encontradas para FEZ1/UNC-76. Com isso, a ausência de 
defeitos significativos em camundongos knockout para FEZ1 (Sakae et al, 2008) 
poderia estar relacionada com a presença e expressão de FEZ2, a qual poderia ter 
compensado a falta de FEZ1 devido aos padrões semelhantes de interação 




provavelmente da agregação de mutações sugere que FEZ2 possa ter evoluído para 
o transporte de proteínas adicionais, que podem se expressar em tecidos não 
neuronais, enquanto FEZ1 e UNC-76 são expressas apenas no sistema nervoso 
(Alborghetti et al, 2011). 
O primeiro parceiro de interação descrito para FEZ1 foi o domínio regulatório 
da proteína kinase C zeta (PKC) (Kuroda et al, 1999). A fosforilação de FEZ1 por 
essa proteína foi reportada como responsável pela sua regulação. A co-expressão 
de FEZ1 e uma forma constitutivamente ativa de PKC em células PC12 elevou de 18 
para 48% a taxa de diferenciação destas células em neurônio. Essa fosforilação 
causou um deslocamento de FEZ1 da membrana celular para o citoplasma e 
aumentou sua associação com a proteína E4B (UFD2A – Ubiquitin Fusion 
Degradation Pathway 2a), promovendo a neuritogênese (Kuroda et al, 1999; 
Okumura et al, 2004). 
FEZ1 também interagiu com a proteína DISC1 (Disrupted in Schizophrenia 1) 
e essa associação foi regulada positivamente na diferenciação neuronal de células 
PC12 (Miyoshi et al, 2003). Além disso, experimento de duplo knockout para ambas 
as proteínas demonstrou uma ação sinérgica da interação na regulação do 
desenvolvimento de dendritos (Kang et al, 2011). Outros estudos buscando 
relacionar FEZ1 com esquizofrenia foram realizados através da genotipagem de 
diferentes populações de pacientes (Yamada et al, 2004; Koga et al, 2007; 
Hodgkinson et al, 2007). Dentre esses estudos, demonstrou-se que, em população 
de pacientes japoneses portando um caso raro de homozigose, foi possível associar 
o gene fez1 com esquizofrenia (Yamada et al, 2004). 
Outro estudo realizado com hipocampo e córtex de pacientes ex vivo revelou 
uma significativa diminuição da expressão do mRNA de FEZ1 em pacientes com 
esquizofrenia quando comparado com o grupo controle (Lipska et al, 2006). Mais 
recentemente foi reportada essa mesma diminuição em amostras de sangue 
periférico de pacientes com esquizofrenia (Vachev et al, 2015). 
De maneira similar, o mRNA de NUDEL (Nuclear Distribution Element-like) 
também apresentou reduzida expressão no hipocampo na presença de 
esquizofrenia e demonstrou-se uma correlação positiva entre FEZ1 e NUDEL nos 
padrões de expressão de RNA em amostras obtidas de córtex humano ex vivo 
(Colantuoni et al, 2008). Em nível proteico confirmou-se a interação entre FEZ1 e 




Além da função neurológica, FEZ também interagiu com proteínas 
relacionadas à organização dos microtúbulos e ao transporte celular através do 
citoesqueleto, conforme mencionado anteriormente. De fato, diversos estudos 
demonstraram essa função.  
Inicialmente foi reportado que UNC-76 interagiu com a cauda da cadeia 
pesada da kinesina (KHC), além de ser necessária ao transporte axonal em 
neurônios de Drosophila melanogaster (Gindhart et al, 2003). Os mesmos autores 
também descreveram que larvas mutantes para unc-76 dessa mesma espécie 
apresentaram características fenotípicas semelhantes àquelas dos mutantes para os 
genes da kinesina (Gindhart et al, 2003). 
Outro trabalho mostrou que a ligação simultânea de JIP1 (c-Jun N-terminal 
Kinase Interacting Protein 1) e FEZ1 à kinesina-1 foi suficiente para ligação aos 
microtúbulos e mobilidade (Blasius et al, 2007; Butkevich et al, 2016). As proteínas 
JIP atuam como proteínas ancoradouras e viabilizam o transporte de vesículas à 
kinesina-1 (Hirokawa & Takemura, 2005). Além disso, também foi descrito que a 
supressão de FEZ1 por RNA de interferência retardou o transporte anterógrado de 
mitocôndrias em neuritos (Ikuta et al, 2007). 
Ademais, tanto GFP-FEZ1 quanto FEZ1 endógena colocalizaram e 
interagiram com alfa e gama-tubulina endógena na região organizadora dos 
microtúbulos. O mesmo estudo de nosso grupo demonstrou que a superexpressão 
de FEZ1 em células HEK293 causou o aparecimento de núcleos multilobulados em 
mais de 40% das células transfectadas, sendo que o tratamento dessas células com 
nocodazol (uma droga que leva à despolarização dos microtúbulos) reverteu o 
aparecimento desse fenótipo (Lanza et al, 2008). Ressalta-se aqui que o fenótipo de 
núcleos multilobulados é amplamente observado em células leucêmicas e que essa 
característica já foi associada à multirresistência a drogas e também à capacidade 
dessas células de invadirem outros tecidos, como do sistema nervoso central 
(Huang et al, 1996; Sato et al, 1998; Fukuda et al, 2005). A expressão de FEZ em 
tecido de pacientes com leucemia mielóide vem sendo estudada por nosso grupo, 
no entanto, o envolvimento de FEZ1 no aparecimento dos núcleos multilobulados 
em células leucêmicas e sua funcionalidade, em termos de vantagens da aquisição 
de tal fenótipo não foram analisados até o presente. 
Outro aspecto da associação de FEZ com o citoesqueleto é a sua capacidade 




humanas (Naghavi et al, 2005; Suzuki et al, 2005; Haedicke et al, 2009). A 
superexpressão de FEZ1 em células Rat2 (rato) e 293T (humanas) resultou na 
resistência à infecção retroviral, com redução da formação de DNA circular, 
sugerindo um bloqueio da entrada deste no núcleo, o que possivelmente é mediado 
por elementos do citoesqueleto (Naghavi et al, 2005). Trabalhos mais recentes 
mostraram o papel de FEZ1 na susceptibilidade diferencial das células do sistema 
nervoso à infecção pelo HIV-1 (Haedicke et al, 2009; Malikov et al, 2015). 
Ainda sobre a relação de FEZ1 com vírus, Suzuki e colaboradores (2005) 
mostraram que a proteína auxiliar do poliomavírus humano JC (JCV), agnoproteína, 
interagiu com FEZ1 e competiu com esta pela associação aos microtúbulos. Nesse 
mesmo trabalho, os autores mostraram que a superexpressão de FEZ1 suprimiu a 
expressão de proteínas do JCV, bem como o tráfego de partículas virais pela célula 
(Suzuki et al, 2005).  
 Finalmente, destaca-se a interação com a proteína humana SCOCO (Short 
Coiled-Coil), homóloga de UNC-69 em C. elegans e BERT em Gallus gallus.  Su e 
colaboradores (2006) demonstraram que o segmento de aminoácidos 281-299 de 
UNC-76 se sobrepõe a um sítio de ligação de UNC-69 e que UNC-76 requer 
interação com UNC-69 para funcionar in vivo. Como UNC-69 e UNC-76 são 
necessárias para o crescimento do axônio e fasciculação, os autores concluíram que 
estas proteínas provavelmente atuam pelo mesmo mecanismo. Os resultados de 
seus estudos também sugerem que UNC-69 e UNC-76 atuam como uma unidade 
funcional capaz de regular uma ou múltiplas etapas da dinâmica de vesículas do 
sistema nervoso em C. elegans (Su et al, 2006). Ao interagir com UNC-76, UNC-69 
parece estar conectada aos complexos de kinesina e pode coordenar, com UNC-76 
e kinesinas, o tráfego de vesículas no crescimento de axônios, o qual é necessário 
para a extensão e desenvolvimento do axônio (Luo & Nonet, 2006). Mais 
recentemente, a interação FEZ1-SCOCO foi estruturalmente caracterizada por 
nosso grupo (Alborghetti et al, 2013). 
 Ademais, Papanayotou e colaboradores (2008), ao estudarem o mecanismo 
de regulação de sox2, fator de transcrição que tem múltiplos e críticos papéis 
durante o desenvolvimento embrionário em vertebrados, relataram a presença da 
proteína BERT em embrião de galinha. Os resultados do estudo indicaram que 
BERT tem uma atividade compatível como sendo um antagonista endógeno de 




regulando não apenas a expressão de sox2, mas também o início do 
desenvolvimento da placa neuronal no embrião. Essa descoberta está em acordo 
com outros resultados, discutidos adiante, sobre um possível papel nuclear de FEZ1. 
 
1.6. Primeiras evidências da função nuclear de FEZ 
 
 Inicialmente nosso grupo realizou estudos de triagem por duplo-híbrido em 
levedura no qual foram identificadas proteínas nucleares como parceiras de 
interação de FEZ1 e FEZ2. No primeiro estudo (Assmann et al, 2006) foram 
identificadas 6 proteínas interagindo com o C-terminal de FEZ1 relacionadas à 
transcrição. No segundo estudo (Alborghetti et al, 2011), buscando-se também uma 
abordagem evolutiva, houve a identificação de 6 proteínas parceiras de interação de 
UNC-76, FEZ1 e FEZ2 envolvidas na transcrição (Tabela 2). Destaca-se aqui o 
























Tabela 2: Proteínas parceiras de interação de FEZ relacionadas à função nuclear e 








DR1 associated protein 1 
















TLK2 AAH44925 Tousled like kinase 2 Assmann, 2006 
ZNF251 AAH06258 Zinc finger protein 251 Assmann, 2006 
RARA EAW60657 Retinoic acid receptor alpha Alborghetti, 2011 
MED7 NP_004261 Mediator complex subunit 7 Alborghetti, 2011 










 Paralelamente aos experimentos de duplo-híbrido, nosso grupo também 
demonstrou a presença de FEZ1GFP em frações citoplasmáticas e nucleares 
(Lanza et al, 2008). Nesse trabalho foi realizado fracionamento subcelular após 
transfecção de vetor FEZ1GFP(1-392) em células de mamífero HEK293. O resultado 
foi observado após realização de Western blot (Figura 5). Os autores demonstraram, 
ainda, a presença de dois motivos de sinalização nuclear que se sobrepõe 
(aminoácidos 289-292 e 290-293) e estão localizados no coiled-coil de FEZ1 






Figura 5: Fracionamento citoplasma–núcleo em células HEK293 superexpressando 
FEZ1GFP (1-392), incluindo frações solúveis e insolúveis. Foram usadas células 
transfectadas com vetor GFP vazio (GFPØ) e lisado de células sem transfecção (cell lysate) 
como controles. As setas brancas indicam marcação de GFPØ e setas pretas indicam 
marcação de FEZ1GFP. Anti-hnRNPQ e anti-α-tubulin foram usados como marcadores de 
núcleo e citoplasma, respectivamente, e a marcação está indicada pelas setas pretas 
inferiores (Lanza et al, 2008). 
 
 Mais recentemente, a mestre Ariane S. Furlan (2013) apresentou em sua 
dissertação resultados inéditos sobre o padrão de expressão do gene fez1 em 
embrião de galinha nos estágios iniciais do desenvolvimento (HH7 a HH14). Em 
todos os estágios foi possível observar a expressão de fez1 (Figura 6), destacando-
se que a neurulação iniciada pela formação do tubo neural ocorre nos estágios HH5-
8 e a somitogênese ocorre nos estágios HH6-14 (Hamburger & Hamilton, 1951). 
Comparativamente, a enzima retinal desidrogenase tipo 2 (RALDH2) foi detectada 




sendo esta região o local onde irão se formar os somitos intermediários. Em HH7 
também foi observada expressão de RALDH2 no primeiro somito. A enzima 
RALDH2 é uma das responsáveis pela síntese do ácido retinóico e pode atuar como 
um marcador da presença desse ácido durante a embriogênese. A presença desse 
marcador foi também observada desde o estágio de formação da linha primitiva até 
o desenvolvimento da placa neural em embrião de camundongo (Ulven et al, 2000). 
Esses dados sugerem uma possível colocalização temporal entre RALDH2, ácido 
retinóico e FEZ1.  
 
 
Figura 6: Expressão de fez1 em embrião de galinhas no estágio de gastrulação HH7 a HH14 
através de hibridização in situ. A-E representam os estágios embrionários ao longo do 
desenvolvimento neural e contínua presença de fez1 (Ariane S. Furlan, 2013). 
 
 Ainda em sua dissertação, Furlan (2013) reportou resultados iniciais sobre a 
relação entre a presença de FEZ1 e a ativação de RAR em células de mamíferos 
através de ensaios de luciferase (Figura 7). 
 Ao transfectar plasmídeos repórteres, FEZ1 e RAR foi possível observar que, 




transcrição de luciferase, conforme seria esperado. Além disso, a presença de FEZ1 
e RAR promoveu transativação de 200 vezes quando comparada com a 
transativação na ausência de FEZ1. Este experimento também mostrou que, na 
presença de ATRA e FEZ1, a transativação diminuiu aproximadamente 3 vezes em 
relação à transativação com FEZ1 sem ATRA. 
  
 
Figura 7: Ensaio de luciferase com plasmídeos repórteres, RAR, all-trans ácido retinóico 
(ATRA) e FEZ1. A) Gráfico com resultados normalizados mostrando resultados de 
transativação. pRL é um plasmídeo usado como controle de transfecção que expressa 
luciferase (Renilla) sob controle do promotor, independentemente de transativação. B, C, D 
e E: Esquemas representativos ilustrando resultados obtidos no gráfico. Em B e C não há 
superexpressão de FEZ1. Em D e E há superexpressão de FEZ1. Esfera vermelha (C, E) 
representa tratamento com all-trans ácido retinóico (ATRA) (Ariane S. Furlan, 2013). 
  
1.7. O receptor do ácido retinóico e a transcrição 
 
 Retinóides, como o all-trans ácido retinóico (ATRA), são derivados 
biologicamente ativos da vitamina A (Figura 8) e regulam processos importantes 
como a proliferação celular, diferenciação, apoptose, formação do embrião e 




regulam muitos genes alvo e a deficiência de vitamina A causa problemas 
relacionados ao crescimento, visão, reprodução e homeostase de vários órgãos 
(Schug et al, 2007). Além disso, e no contexto desta tese, destaca-se que diversos 
estudos já demonstraram a importância de ATRA no desenvolvimento do sistema 
nervoso desde o início do desenvolvimento embrionário, na neurogênese e no 
crescimento dos axônios (Clagett-Dame et al, 2006).  
 
 
Figura 8: Síntese do all-trans ácido retinóico a partir da vitamina A (Adaptado Asson-Batres 
& Rochette-Egly, 2014). 
 
 Os efeitos de ATRA no núcleo são mediados por sua ligação com o receptor 
do ácido retinóico (RAR). Esse receptor possui três subtipos (alfa, beta, gama) 
gerados por 3 diferentes genes e cada subtipo possui ainda diferentes isoformas. 
Além disso, esses receptores possuem 6 regiões (A-F) com diferentes graus de 
conservação (Figura 9A). Sobre essas regiões destaca-se que a região C é a mais 
conservada entre os receptores e é denominada DBD (DNA-binding domain); a 
região E contém o LBD (ligand-binding domain) e é também bem conservada entre 




estrutura, os domínios DBD (dois motivos zinc finger) e LBD (12 hélices) já tiveram 
suas estruturas elucidadas (Figura 9B), enquanto o N-terminal (regiões A/B que 
contém o domínio independente de ligante) e a região D, denominada Hinge 
(conecta o DBD ao LBD) não apresentam estrutura secundária definida (Asson-
Batres & Rochette-Egly, 2014). 
 
 
Figura 9: Estrutura dos receptores nucleares. A) Esquema representando as regiões de 
RAR e RXR. A/B: motivo independente de ligante; C: DNA-binding domain; D: Hinge; E: 
ligand-binding domain; F: não está presente em todos os receptores e tem função pouco 
definida. B) Estrutura do heterodímero RAR-RXR com ligante ácido retinóico (RA). CoA: 
coativador (Adaptado Asson-Batres & Rochette-Egly, 2014). 
 
 Outra importante informação sobre os receptores nucleares é que eles 
geralmente funcionam como dímeros. No caso de RAR ocorre a formação do 
heterodímero com o receptor X retinóico (RXR). Este último apresenta organização 
de domínios semelhante à já descrita para RAR e também diferentes subtipos (alfa, 
beta, gama). O RXR realiza transcrição quando ativado por ácido retinóico, no 
entanto, não é ATRA que se liga diretamente ao RXR, devido à baixa homologia 
compartilhada pelo LBD entre RAR e RXR. O composto 9-cis ácido retinóico 
sintético foi identificado como um ligante de alta afinidade de RXR, mas não pôde 




está sendo investigada (Asson-Batres & Rochette-Egly, 2014; Niederreither & Dollé, 
2008). 
 Finalmente, para que se entenda a transcrição a partir de ATRA, é necessário 
que se descreva os elementos responsivos ao ácido retinóico (RAREs). Geralmente, 
os receptores retinóicos estão ligados ao DNA no núcleo mesmo na ausência de 
ligantes. Esta ligação ocorre através da repetição de sequências promotoras de 6 
nucleotídeos (geralmente representada por 5´–PuG[G/T][T/A]CA–3′) interespaçadas 
por 1, 2, 3, 4, 5 (n) outros nucleotídeos. A organização dessas repetições pode ser 
direta (→(n) →), palindrômica (→(n)←) ou invertida (←(n)→). Além disso, por atuar 
como um heterodímero, o RAR irá se ligar a uma sequência 5’ de 6 nucleotídeos e o 
RXR à sequência 3’ de 6 nucleotídeos (Xavier-Neto et al, 2015). 
 Quando ligado ao DNA, na ausência do ácido retinóico, o heterodímero RAR-
RXR recruta co-repressores da transcrição, que causam seu efeito através do 
recrutamento de histonas deacetilases, metil transferases e outras proteínas que 
estabilizam a estrutura do nucleossomo, fazendo com que o DNA se torne 
inacessível para transcrição. Quando na presença do ácido retinóico, ocorre uma 
mudança conformacional no LBD de RAR, liberando-se, então, os co-repressores e 
ocorrendo o recrutamento de co-ativadores. Esses co-ativadores são proteínas que 
interagem com a maquinaria basal da transcrição, outros induzem o remodelamento 
da cromatina e outros são ainda específicos do gene a ser transcrito, ocorrendo, 
com isso, a ativação da transcrição (Niederreither & Dollé, 2008; Perissi & 
Rosenfeld, 2005). 
 
1.8. Leucemia mielóide aguda 
 
 Os blastos leucêmicos são derivados malignos dos leucócitos (glóbulos 
brancos), que se proliferam de forma anormal a partir de células hematopoiéticas da 







Figura 10: Origem das linhagens celulares mielóide e linfóide a partir de células 
hematopoiéticas da medula óssea. A leucemia está relacionada com a proliferação anormal 
dos leucócitos (For the National Cancer Institute © 2007 Terese Winslow, U.S. Govt. has 
certain rights). 
 
 Dependendo de qual linhagem celular é afetada por essa proliferação 
descontrolada categoriza-se a leucemia em mielóide (ou mielogênica) e linfóide (ou 
linfoblástica). Além disso, as leucemias podem ser do tipo aguda, na qual os blastos 
leucêmicos se desenvolvem rapidamente, ou crônica, de desenvolvimento mais 
lento. Dessa forma, os 4 subtipos mais comuns de leucemia são mielóide aguda 
(LMA), linfóide aguda (LLA), mielóide crônica (LMC) e linfóide crônica (LLC). LLA 
ocorre com maior frequência em crianças, enquanto os outros subtipos são mais 
recorrentes em adultos. Geralmente, a prevalência de leucemia é maior em homens 
brancos e aumenta com a idade. Estima-se que, aproximadamente, uma em 70 
pessoas pode desenvolver essa doença no curso de sua vida (Davis et al, 2014; 
Robinson & Broadfield, 2005). 
 As estimativas da Sociedade Americana de Câncer para 2017 apontam para 
62 mil novos casos de leucemia, sendo 21 mil novos casos de LMA. Em relação ao 
número de mortes estima-se que, por leucemia, serão 24,5 mil e, por LMA, 10,5 mil. 
 A LMA é classificada por dois sistemas: French American British (FAB) e, o 
mais recente, World Health Organization (WHO). Em ambos, a classificação ocorre 




No caso da FAB existem 9 subtipos de LMA (Tabela 3) e a patologia é confirmada 
quando há presença de pelo menos 30% de blastos leucêmicos na medula. Já na 
classificação WHO foi incluída a análise citogenética de anormalidades 
(translocação, inversão, deleção) em cromossomos e outros fatores clínicos. Esta 
classificação divide a LMA em 7 subtipos e determina que deve ocorrer a presença 
de pelo menos 20% de blastos leucêmicos na medula ou sangue (Robinson & 
Broadfield, 2005; Vardiman et al, 2002; Bennet et al, 1985) (Tabela 4). 
 
Tabela 3: Classificação French American British (FAB) para leucemia mielóide aguda  
M0: leucemia mieloblástica aguda não diferenciada 
M1: leucemia mieloblástica aguda com maturação mínima 
M2: leucemia mieloblástica aguda com maturação 
M3: leucemia aguda promielocítica 
M4: leucemia aguda mielomonocítica 
M4eos: leucemia aguda mielomonocítica com eosinofilia 
M5: leucemia aguda monocítica 
M6: leucemia aguda eritróide 















Tabela 4: Classificação World Health Organization (WHO) para leucemia mielóide aguda 
(LMA) 
LMA com anormalidades genéticas recorrentes 
LMA com alterações relacionadas à mielodisplasia 
LMA relacionada com prévia quimio ou radioterapia 
LMA não especificada  
Sarcoma mielóide 
Proliferações mielóides relacionadas à síndrome de Down 
Leucemia aguda não diferenciada e bifenotípica 
 
1.9. O interesse do grupo pelo estudo da leucemia e sua relação com FEZ1 
 
Conforme mencionado anteriormente, um estudo de nosso grupo demonstrou 
que a superexpressão de FEZ1 em células HEK293 causou o aparecimento de 
núcleos multilobulados (flower-like) em mais de 40% das células transfectadas 
(Lanza et al, 2008). Esse fenótipo de núcleos multilobulados já foi observado em 
células leucêmicas e essa característica também já foi associada à multirresistência 
de drogas e à capacidade dessas células de invadirem outros tecidos, como o 
sistema nervoso central (Huang et al, 1996; Sato et al, 1998; Fukuda et al, 2005).  
Outros experimentos realizados pelo grupo (não publicados) em parceria com 
o Hospital Infantil Boldrini de Campinas avaliaram a presença de núcleos flower-like 
em amostras de liquor e medula óssea de sete pacientes leucêmicos. Esse fenótipo 
foi observado no liquor de todos os pacientes, sendo 38% o maior percentual obtido 
em uma das amostras. Em média, 17% das células leucêmicas no liquor eram do 
tipo flower-like. Além disso, também foi avaliada a presença de fez1 por RT-qPCR 
em amostra de um paciente. O resultado obtido demonstrou que a expressão de 
fez1 foi 8 vezes maior no liquor quando comparada com a expressão na medula 
óssea. 
Outros dados provenientes da literatura também dão suporte para que se 




multilobulados com a leucemia, especialmente a mielóide aguda. Um estudo com 
1897 casos de LMA analisados citogeneticamente demonstrou que os subtipos M4 e 
M5 apresentaram relação com a incidência de anormalidades associadas ao locus 
11q23 quando comparados a outros subtipos da classificação FAB (Schoch et al, 
2003). O gene fez1 em humanos está anotado na região 11q24.2 do genoma e 
poderia ser “perturbado” por translocações vizinhas. 
Além disso, outros estudos também demonstraram a multilobulação em 
monócitos e promonócitos de pacientes LMA M4 e M5 (Bennet et al, 1976) e a 
presença desse fenótipo foi associada à leucemia aguda de células T (Fukuda et al, 
2005).  
Finalmente, a resistência aos quimioterápicos em leucemias linfóides foi 
associada a modificações do citoesqueleto e alterações na expressão de proteínas 
associadas aos microtúbulos, levando à formação de núcleos multilobulados 







2.1. Objetivo geral 
 
 Realizar a caracterização funcional e patológica da proteína FEZ1. 
 
2.2. Objetivos específicos 
 
 - Caracterizar a interação entre FEZ1 e o receptor do ácido retinóico (RAR) 
através de experimentos com proteínas recombinantes purificadas e também por 
modelos celulares. 
 
 - Atribuir significado biológico para a interação FEZ1-RAR, demonstrando a 
função nuclear de FEZ1, especialmente na transcrição gênica. 
 
 - Avaliar a expressão de FEZ1 em amostras de tecidos leucêmicos obtidas na 
Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP, através da técnica de 
imunohistoquímica. Projeto aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
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 The FEZ (fasciculation and elongation zygin/zeta) protein family was 
described by Bloom & Horvitz (1997) as two human homologs of UNC-76 protein 
(Table 1). In attempt to characterize the unc-76 gene, which in Caenorhabditis 
elegans mutants caused locomotory defects (uncoordinated), they found that these 
mutants presented axonal abnormalities: axons in fascicles did not reach their full 
lengths, and also failed to bundle tightly together.  In addition, human FEZ1 gene 
was capable of partially restore unc-76 mutant locomotion defect and axonal 
fasciculation, suggesting that FEZ family shares conserved evolutionary function and 
structure. 
 
Table 1: Identities and similarities between human proteins FEZ1, FEZ2 and UNC-76 from C. 
elegans 
 UNC-76 identity (%) UNC-76 similarity (%) FEZ1 identity  
(%) 
FEZ1 similarity (%) 
FEZ1 35 46 - - 
FEZ2 34 45 49 56 
Alignment of 376 and 385 amino acid UNC-76, 251 amino acid FEZ2 and 392 amino acid 
FEZ1. It is noteworthy that the N-terminal shown to be more divergent, but yet with 
substantial similarity. The C-terminal presented three particular regions with more similarity 
(amino acids 179-197, 251-307, and 354-381 – numbered according to the C. elegans 
protein). 
 
 Moreover, Bloom & Horvitz (1997) also gave some insights into structure, 
function and expression pattern, which during 20 years of research were - and still 
are - the main subjects of study from different groups around the world. Further in 
this paper we will discuss these topics in details. 
 
 Expression patterns in tissues 
 
 As previously stated, Bloom & Horvitz (1997) briefly reported the expression 
patterns regarding FEZ1 and FEZ2, with the former being present in the brain while 
the latter in nonneural tissues. Later, Honda and colleagues (2004) characterized the 




that FEZ1 mRNA in adult rat brain was more expressed in olfactory bulb and cortical 
and hippocampal neurons, while the signal in cerebellum was weak.  
 Regarding the expression levels during development in rat, FEZ1 mRNA 
expression was low in the hippocampus by E16 and E18 prenatal development 
stages, by E20 there was signal in pyramidal cells, and by P0 there was intense 
signal in both pyramidal cells of the CA1-3 regions and granule cells of the dentate 
gyrus. The highest signal of FEZ1 mRNA was detected at P7 and in adult rats the 
expression decreased (Honda, 2004). 
 Another study compared the mRNA expression levels of FEZ1 and FEZ2 in rat 
tissue and mouse embryos. FEZ1 mRNA was observed almost exclusively in the 
brain, while FEZ2 mRNA was ubiquitously present in all tissues, although weakly 
when compared to FEZ1. In mouse developing embryos, FEZ1 mRNA was greatly 
increased around 11 dpc (days post-coitum) and gradually faded as development 
continued. FEZ2 mRNA, otherwise, showed to be constantly expressed from 7 to 17 
dpc. (Fujita, 2004). Figure 1 presents a schematic view of FEZ1 expression. 
 
 
Figure 1: Schematic representation demonstrating FEZ1 expression in the developing rat 
brain and adult, and also in the mouse embryo. 
 
 Northern blot analysis with RNA from adult human tissues showed weak 
presence of FEZ1 RNA in prostate, testis, ovary, small intestine, colon, liver, 
especially when compared with very high expression of FEZ1 RNA in the brain 
(Whitehouse, 2002).    
 Moreover, a gene array analysis of rat type-1 astrocytes (T1As) and type-2 




and protein levels, T2As expressed more FEZ1 than T1As. Immunofluorescent 
staining with specific antibody showed the presence of FEZ1 in the cytoplasm of both 
astrocytes and also neurons (He, 2009). More recently, the same group reported a 
new study using a rat model for Parkinson’s disease (PD) by injecting 6-
Hydroxydopamine Hydrobromide (6-OHDA) in the medial forebrain bundle (Sun 
2014). The results showed an increase of FEZ1 mRNA and protein in both striatum 
and substantia nigra of PD rats, peaking at 2 and 3 weeks respectively after injury, 
and then decreasing to control levels for striatum and also decreasing for substantia 
nigra but to levels that were still higher when compared to control rats. In addition, 
after performing immunostaining of brain tissue after 2 weeks of injection, the authors 
observed a change of FEZ1 expression from dopamine neurons in control group to a 
significantly increase of its expression in astrocytes from PD rats, suggesting an 
association between FEZ1 expression and astrocyte activation after injury.  
 Still regarding the expression of FEZ1 in astrocytes, another study reported 
that the fez1 gene was the only one activated after cell treatment with all four mood 
stabilizers tested (lithium, valproic acid, carbamazepine, and lamotrigine). The 
authors performed microarray followed by qRT-PCR validation with human astrocyte-
derived cell U-87 MG. They also found that, at higher concentrations, the FEZ1 
protein levels also increased upon treatment with these drugs by Western Blot 
analyses. It was then suggested that FEZ1 might play a role in the mechanism of 
action of the tested drugs, but this is yet to be investigated (Yu, 2011). Interestingly, 
the FEZ1 knockout mice showed enhanced response to psychostimulants (Sakae, 
2008).  
 These findings correlating FEZ1 with drugs plus its predominant expression in 
the brain are indicative of this protein’s role in psychiatric conditions, which will be 
further addressed. 
 
 Proposed Structure 
 
 Human FEZ1 possess 392 aminoacids and through different software 
predictions it was shown that its whole sequence, especially N-terminal and central 
region, exhibited disordered structure. The C-terminal region was predicted to 
possess higher probability of structuring (Lanza, 2009). Indeed after performing 




prediction of a largely disordered structure for FEZ1 protein and also suggested that 
it could gain structure upon binding to interacting partners. 
 It was also in silico predicted for FEZ1 to present one region with high 
probability to form coiled-coils in the regions between amino acid residues 230-265 
(approximately 96% probability) and 278-306 (63%). At the N-terminal three regions 
with low probability were also predicted (Lanza, 2009). 
 Due to its unstructured characteristic, small angle X-ray scattering (SAXS) 
experiments were performed to determine low 3D resolution conformational model of 
FEZ1 and FEZ2. Besides showing that FEZ1 has a long, extended and flexible 
conformation, the dimeric state of the protein in solution was also demonstrated 
(Lanza, 2009). The authors compared the theoretical value of molecular mass for full 
length FEZ1 (48.6 kDa) with the one of the dimer (approximately 95 kDa), confirming 
that the latter was twice the former. It is also important to highlight, especially for 
didactic purpose that due to the high content of charged aminoacids and intrinsically 
disordered structure, FEZ1 shows an anomalous mobility in SDS-PAGE. 
 A second publication about FEZ1 dimerization deepened our understanding 
on this matter (Alborghetti, 2010). After also performing SAXS experiments, the 
authors confirmed that the N-terminal region (protein fragment 92-194 amino acids, 
contain coiled-coil motif) was able to dimerize in solution without a disulfide bond 
reducing agent, but could become a monomer after its addition. Moreover, through 
mass spectroscopy in full length FEZ1, it was shown that the dimeric peptide was 
formed by a Cys133–Cys133 disulfide bond. The authors also confirmed the 
presence of endogenous FEZ1 as a dimer in HEK293 cell lysate. Regarding FEZ2 
(N-terminal fragment 106-189 amino acids, with coiled-coil), due to low concentration 
expression, the dimer state was only analyzed by SDS-PAGE followed by Western 
blot. Two bands were shown: monomeric band of 20 kDa upon reduction and dimer 
band of 40 kDa under nonreducing condition (Alborghetti, 2010). 
 Finally, the structure model proposed (Figure 2) by all these authors 
determines that FEZ1 forms a dimer at the N-terminal region through a disulfide bond 
and that the outwards pointing C-terminal regions from each monomer can freely 
interact with the many partner proteins of FEZ1 interactome (discussed below). 
Hence, the N-terminal serves as a platform for dimerization while the C-terminal 








Figure 2: Low resolution model proposed to the dimeric structure of FEZ1. Monomers 
connect through a cysteine present in the N-terminal. The C-terminal of each monomer is 
free to perform protein-protein interactions (Adapted from the model proposed by Alborghetti 
et al, 2010). 
 
 Interaction partners and functions 
 
 FEZ1 and FEZ2 are hub proteins, meaning that they interact with a great 
number of other proteins which possess different functions. Two independent 
classical yeast two-hybrid experiments were performed and both confirmed this hub 
property (Assmann, 2006; Alborghetti, 2011) and we recommend you to consult 













Figure 3: FEZ1 and proteins reported to associate either by direct binding or by the presence 
in a protein complex. The function of the association is also depicted. BERT/SCOCO was 
reported to regulate the expression of Sox2 gene. The FEZ-RAR interaction is currently 
under study by our group (article in press). 
 
 Phosphorylation and degradation 
 
 The first interaction partner reported for FEZ1 was the protein kinase C zeta 
(PKCζ), which is an atypical isoform of the PKC family. Kuroda and colleagues 
(1999) performed a yeast two-hybrid screening using a rat brain cDNA library and 
found that the regulatory domain of rat PKC zeta interacted with FEZ1, most likely in 
its C-terminal. The interaction was confirmed by immunoprecipitation in COS-7 cells 
overexpressing both FEZ1 and PKC zeta. The authors found that the complex could 
be phosphorylated after performing a phosphorylation assay. One interesting aspect 
discovered was that transfected FEZ1 seemed to translocate from the plasma 
membrane and cytoplasm periphery to uniform cytoplasm localization when there 
was a change in overexpressing PKC zeta to a constitutively active form of PKC 
(caPKCζ). Moreover, it was also shown that PC12 cells’ rate of differentiation in 




when only caPKCζ was transfected (~18%) (Kuroda, 1999). A subsequent study 
showed that FEZ2 and PKCζ were immunoprecipitated and that PC12 could 
differentiate more in the presence of both FEZ2 and caPKCζ (Fujita, 2004).  
 Still regarding the matter of phosphorylation, it was later reported that UNC-76 
interacted and was phosphorylated by UNC-51, a Ser/Thr kinase, in Droshophila. 
(Toda, 2008) The authors performed experiments in vitro, in HEK293T cells and in 
extracts from wild-type larvae in order to address the phosphorylation status. Mass 
spectrometry analysis revealed that UNC-76 Ser143 was a phosphorylation site. In 
addition, phosphorylated UNC-76 was detected in wild-type and absent in the unc-51 
fly mutant. Also, a mutated version of phospho-UNC76 (S143A) could not rescue the 
defects present in unc-76 mutants, in opposition to the rescued effect caused by 
UNC-76 wild-type and a phosphomimetic UNC-76. Those defects were related to 
axonal transport and synaptic vesicles and KHC aggregation. Moreover, 
coexpression in HEK293T cells followed by immunoprecipitation and FRET analysis 
in COS-7 cells, showed the interaction between UNC-76 and Synaptotagmin-1, a 
protein of synaptic vesicles, and that this interaction was dependent of UNC-76 
phosphorylation by UNC-51. Drosophila unc-51 mutants produced a phenotype 
where axonal cargoes transport was affected, especially the one of synaptic vesicles 
and partially the mitochondria (Toda, 2008). 
 Using liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry, another 
work identified four FEZ1 phospho-serine sites (S58, S134, S301, S316) from 
HEK293 cells lysates expressing FEZ1-GFP (Chua, 2012). The phosphorylation of 
the S58 site of FEZ1 by microtubule-affinity regulating kinases (MARKs) was 
confirmed in vitro and in HEK293 cells. Specific antibody raised against the residue 
S58 tested in HeLa cells confirmed that, in the presence of MARK, phospho-FEZ1 
was detected (Butkevich, 2016). 
 Regarding the degradation of FEZ1, there are some hints on how this could 
occur. Starting with a yeast two-hybrid assay using a human brain cDNA library, it 
was showed that FEZ1 interacted with the U-box-type ubiquitin ligase E4B 
(Okumura, 2004). The interaction was confirmed in HEK293T and PC12 cells. The 
authors reported that the interaction was enhanced in the presence of caPKCζ. In 
addition, they found that coexpression of E4B with FEZ1 and caPKCζ increased the 
proportion of PC12 cells differentiated in neurons. Although there was some 




lead to FEZ1 degradation by the proteasome. Nonetheless, it was shown that the 
presence of the proteasome inhibitor MG132 prevented the degradation of FEZ1 
(Lee, 2005; Watanabe, 2014), indicating that FEZ1 is likely to be degraded by the 
26S proteasome. 
 A more recent study showed that FEZ1 interacted with Cdc20/APC (cell-
division cycle 20/anaphase-promoting complex), which is an ubiquitin ligase (E3) and 
modulates dendrite development. Experiments carried in vitro, in HEK293T cells and 
in hippocampal lysates confirmed the interaction. The authors reported that 
overexpression of Cdc20 increased the polyubiquitination of FEZ1 and that the 
suppression of Cdc20 increased the levels of FEZ1, suggesting that the degradation 
of FEZ1 is regulated by Cdc20 in dendrite development (Watanabe, 2014). 
 
 Intracellular transport 
 
 It was first reported by Gindhart and colleagues (2003) that UNC-76 was found 
as an interaction partner of Kinesin Heavy Chain (KHC) tail domain after performing 
a two-hybrid assay using a Drosophila embryonic cDNA library. The interaction was 
confirmed in vitro. The authors generated unc-76 fly mutants and performed detailed 
characterization. They found that UNC-76 is essential for Drosophila development 
and the phenotypes were similar to the mutants for Kinesin. The function of UNC-76 
as a membrane cargo transporter in axons was not observed since there was no co-
localization with axon clogs, which are related to vesicle transport.  
 Nonetheless, in line with this first study, subsequent work provided more 
evidence about FEZ1 as an important component of the Kinesin transport pathway. 
In vitro experiments showed the interaction between the C-terminal of FEZ1-tubulin 
and FEZ1-Kinesin and the complex FEZ1-Kinesin(KIF5)-βtubulin was 
immunoprecipitated from PC12 cells differentiated into neurons (Fujita, 2007).  The 
authors also showed the co-localization of endogenous FEZ1 and mitochondria in 
PC12 cells, both before and after differentiation into neurons upon treatment with 
NGF (nerve growth factor). They also confirmed previous work (Ikuta, 2007) showing 
that mitochondria anterograde movement was reduced when FEZ1 was repressed by 
interference RNA, both in hippocampal neurons isolated from rat embryonic brain 




important in mitochondrial anterograde transport, morphology and neuronal polarity 
and this transport along microtubules was mediated by FEZ1-Kinesin interaction.  
 Later, a transport complex involving Kinesin-1 (KIF5C), FEZ1, Munc18 and 
Syntaxin 1a (Stx) was also identified. Immunoprecipitation in HEK293 and also 
neurons from post-nuclear supernatants from rat brain confirmed the function of 
FEZ1 as an adaptor that connected Munc18 and Stx (cargoes) to the Kinesin-1 
(motor). Phosphatase treatment ceased the interaction of FEZ1 with Munc18 and 
KIF5C. Stx and Munc18 colocalized with FEZ1 in growth cones of primary 
hippocampal neurons. C. elegans mutants for UNC-76 and UNC-116 (Kinesin) 
presented aggregation of UNC-64 (Stx) in cells bodies and axons (Chua, 2012). 
 Using label-free quantitative mass spectrometry in immunoisolated FEZ1 and 
Kinesin-1 samples of the cytosolic fraction containing vesicles from the rat brain, it 
was found that over one thousand proteins were enriched in the samples. More 
surprisingly, more than 90% of these proteins were common for both FEZ1 and 
Kinesin-1. The authors also generated transgenic C. elegans and found that the 
disruption of Par-1 (the only microtubule-affinity regulating kinases in worms) altered 
the phenotype of FEZ1 and Stx1 with the appearance of aggregates in axons and 
cells bodies, probably due to impairment of axonal transport (Butkevich, 2016). Also 
using transgenic C. elegans, another study correlated FEZ1 (and SCOCO, further 
discussed) and Kinesin-1 with the correct body position regulation of chemosensory 
neurons (Barsi-Rhyne, 2013). 
 In addition, one more component of the complex was found to be the protein 
JIP1 (c-Jun N-terminal kinase-interacting protein 1). After confirming the interaction 
between kinesin-1 with FEZ1 and JIP1 in COS cells by co-immunoprecipitation, the 
authors performed a microtubule binding assay showing that the presence of both 
FEZ1 and JIP1 was necessary for the activation of Kinesin-1 and the microtubule 
motility. The presence of only one of the proteins could not activate Kinesin-1 and, in 
the absence of Kinesin-1, there was no interaction between FEZ1 and JIP1 (Blasius, 
2007). 
 Another noteworthy aspect of FEZ1 and its association to microtubule was 
described by Lanza and colleagues (2008), who reported that the over-expression of 
full length GFP-FEZ1 caused the multi-lobulated nuclei (also named flower-like) 
phenotype in HEK293 cells. They also found that, upon cell treatment with the 




inhibited, showing that FEZ1 depends on the integrity of microtubules’ structure to 
generate the flower-like phenotype. The authors reported that the C-terminal of FEZ1 
was necessary to produce this phenotype and also that full GFP-FEZ1 and 
endogenous FEZ1 co-localized with tubulin in HEK293 cells (Lanza, 2008).   
 
 Neurological disorders  
 
 One of the genes related to schizophrenia encodes the protein Disrupted-In-
Schizophrenia 1 (DISC1) and it was identified to interact with FEZ1 through a two-
hybrid assay. More specifically, the C-terminal of both proteins was required for this 
interaction. In addition, the interaction was further confirmed by experiments in 
mammalian cells (Miyoshi, 2003). The authors also demonstrated that during neuron 
differentiation in PC12 cells, the interaction FEZ1-DISC1 was crucial for neurite 
outgrowth. Another study showed that the knockdown of FEZ1 in cultured adult 
mouse neural progenitors derived from hippocampus caused increased soma size of 
neurons and accelerated dendritic development, being both phenotypes also present 
in DISC1 knockdown neurons. Moreover, double knockdown experiment for both of 
these proteins confirmed an enhancement of the dendritic growth phenotype when 
compared to FEZ1 knockdown alone, suggesting a synergistic functional role of 
DISC1-FEZ1 interaction in regulating dendritic development (Kang, 2011). 
 In accordance, the work from Honda (2004) have previously reported 
similarities regarding the expression patterns of DISC1 and FEZ1 in rat brain during 
prenatal stages and at birth, suggesting a role for this interaction during the nervous 
system development in mammals. Moreover, it is noteworthy that the region 
containing the translocation breakpoint responsible for disrupting DISC1 in 
schizophrenia was critical for the interaction with FEZ1 (Miyoshi, 2003).  These 
findings motivated some interesting reports where genotyping of different patient 
populations was performed in order to associate Fez1 gene with schizophrenia. The 
study with a Japanese population showed this association for a specific group of 
patients carrying rare homozygosis (Yamada, 2004). A more robust study was further 
performed in the Japanese population and the former could not be replicated (Koga, 
2007). In accordance with the latter, a study conducted in Caucasian and African 
American populations could not associate any of the nine single nucleotide 




 Nevertheless, studies have continued to be performed in attempt to correlate 
FEZ1 with schizophrenia, especially in association with other genes. One work 
conducted with post-mortem hippocampal and dorsolateral prefrontal cortex from 
normal controls and patients with schizophrenia revealed a significant decrease in 
FEZ1 mRNA expression in the test group (Lipska, 2006). More recently, other study 
has also shown the same down-regulation of FEZ1 mRNA levels in peripheral blood 
samples from patients with schizophrenia when compared to healthy volunteers 
(Vachev, 2015). In addition, FEZ1 mRNA showed to be a significant diagnosis 
predictor (Lipska, 2006). The mRNA from NUDEL (nuclear distribution element-like) 
was also significantly decreased in hippocampus and proved to be useful as a 
diagnosis predictor (Lipska, 2006). Interestingly, it was later described a significant 
positive correlation between FEZ1 and NUDEL regarding their expression patterns in 
RNA samples obtained from postmortem human frontal cortex (Colantuoni, 2008). At 
protein level, co-immunoprecipitation experiments with adult mouse brain tissue 
confirmed the interaction between FEZ1/NUDEL1 and DISC-1/NUDEL1. 
Functionally, double knockdown of FEZ1 and NUDEL1 showed additive phenotype 
described for each individual protein knockdown, demonstrating different roles in 
regulation of neurogenesis in adult mouse brain (Kang, 2011). 
 Another aspect of FEZ’s association with neurological diseases is its 
interaction with proteins necdin (NDN) and MAGEL2, both inactivated in Prader-Willi 
syndrome (Lee, 2005) and predicted to relate with hypothalamic dysfunction. The 
authors reported the interaction of FEZ2 with NDN by yeast two-hybrid Ras rescue 
system and also the interaction of both FEZ1 and FEZ2 with NDN by co-
immunoprecipitation (co-IP) in HEK293 cells transiently transfected. There was also 
interaction of FEZ1 with MAGEL2 when performing co-IP. Immunofluorescence 
performed in HEK293 cells overexpressing NDN and FEZ1 showed co-localization of 
these proteins in juxtanuclear bodies as well as the presence of FEZ1 surrounding 
and partially overlapping the gamma-tubulin at the centrosomes. Co-IP of FEZ1, 
NDN and gamma-tubulin showed that these proteins were all present in the immuno 
complex. Together with other results, the authors proposed that the NDN-FEZ1 
interaction in centrosomal structure could cause cytoskeletal rearrangements that 
interfere in axonal outgrowth (Lee, 2005). Indeed, it was later reported that FEZ1 




and NEK1 (Nima-related kinase 1) at the centrosome of mammalian cells (Lanza 
2010).  
 
 Viral infection  
 
 The JC virus (JCV) agnoprotein is related to viral growth and JCV infection. 
Using a human brain cDNA library and the full-length agnoprotein, Suzuki and 
colleagues (2005) performed a two-hybrid yeast assay and found FEZ1 as a binding 
partner of agnoprotein. The FEZ1 region retrieved contained the coiled-coil domain. 
Deletion mutants of FEZ1 and purified protein precipitation assays further confirmed 
the direct interaction of agnoprotein and the coiled-coil at C-terminal of FEZ1. 
Moreover, a stable cell line expressing JCV agnoprotein derived from HEK293 cells 
was transfected with FEZ1 and the interaction was also confirmed by 
immunoprecipitation. Confocal microscopy showed agnoprotein in the perinuclear 
region and also extended to the cytoplasm, while FEZ1 was seen throughout the 
cytoplasm and colocalized with agnoprotein only in the perinuclear region (Suzuki, 
2005). 
 Functionally, it was found that agnoprotein significantly inhibited neurite 
extension in transfected PC12 cells stably expressing FEZ-GFP with DsRed-
agnoprotein. Additionally, a human glial cells (SVG-A) stably expressing FEZ1 was 
inoculated with JCV and the expression of agnoprotein and VP1 (protein from the 
viral capsid) was reduced in the cells overexpressing FEZ1 when compared to 
control. Conversely, the same proteins showed increased expression in cells 
transfected with FEZ1 siRNA. Thus, FEZ1 suppressed the expression of JCV 
proteins in SVG-A cells. It was also shown by immunocytofluorescence in the same 
cell line that overexpression of FEZ1 suppressed the propagation of VP1-positive 
cells after 7 days of infection and that this viral protein was restricted to the nucleus 
in the presence of FEZ1, suggesting a role as an inhibitor of nuclear to cytoplasm 
translocation (Suzuki, 2005). 
 Interestingly both FEZ1 and agnoprotein were also shown to interact with 
microtubules through microtubule cosedimentation assays. The binding of FEZ1 and 
microtubules occurred at the C-terminal of FEZ1 (residues 297-392), which does not 
contain the coiled-coil region, meaning that binding regions of agnoprotein and 




reported that agnoprotein and FEZ1 seemed to compete for microtubule: while more 
expression level of agnoprotein was detected, less amount of FEZ1 cosedimented 
with microtubules and vice-versa.  The authors suggested that there might be some 
conformational change in the C-terminal of FEZ1 when there is an interaction with 
agnoprotein, resulting in the disruption of FEZ1-microtubule binding. This disruption 
could also explain the reason why the presence of agnoprotein inhibited the neurite 
extension in PC12 cells, since FEZ1 and its association with microtubule could lead 
to neurite outgrowth (Suzuki, 2005). 
 Another study with a gene array performed in virus-resistant cell mutant 
isolated from Rat2 cell, a parental fibroblast line, named R3-2 was conducted in order 
to investigate the resistant phenotype of an apparent constrain of the viral DNA to the 
cytoplasm. After confirming the results from microarray through quantitative RT-PCR, 
FEZ1 gene was up-regulated >30-fold in the R3-2 cell line. Stable Rat2 cell line 
overexpressing myc-His-FEZ1 and controls were infected with retroviruses (MLV: 
Moloney murine leukemia, and HIV-1: human immunodeficiency virus type 1). The 
cells overexpressing FEZ1 and infected with both viruses showed significant 
resistance when compared to control cells. This was later confirmed by knockdown of 
FEZ1 in mutant and wild-type cells. In addition, human cells 293T stably 
overexpressing FEZ1 and infected with HIV-1 were also capable of blocking infection 
when compared to control (Naghavi, 2005). 
 To assess the time point of this mechanism, the course of viral DNA was 
analyzed by checking the amount of viral DNA from different intermediates 
throughout the infection (total viral DNA, earlier steps in reverse transcription and 
nuclear viral DNA). When compared to R3-2 and controls, cells overexpressing FEZ1 
showed similar phenotype: no defect in overall synthesis of viral DNA and similar 
levels of DNA at early step in reverse transcription. The difference observed was 
related to the levels of circular viral DNA: control cell lines showed high levels of it, 
while low levels were seen in overexpressed FEZ1 and mutant R3-2 cell lines, 
suggesting that the viral block occurred after reverse transcription but before nuclear 
entry (Naghavi, 2005). 
 Another study further investigated the resistance of neurons expressing high 
levels of FEZ1 to HIV-1 infection. Also this work interestingly investigated, especially 
for didactic purposes, the endogenous expression levels of FEZ1, both as mRNA and 




exhibited the highest levels of endogenous expression, while astrocytes (1321N1) 
and microglia (CHME3) derived cell lines showed significantly lower levels (Naghavi, 
2009). 
 Similarly to the experiments previously described with R3-2 cells, the authors 
infected SH-SY5Y, 1321N1 and CHME3 cell lines with HIV-1 and assessed the 
susceptibility and the intermediates of infection. They found that SH-SY5Y presented 
the highest resistance to infection. Regarding the total viral DNA, all the three cell 
lines presented similar levels, while the levels of circular DNA was significantly lower 
in SH-SY5Y. These experiments were conversely confirmed by RNA interference 
specific for FEZ1. Both results showed that there was a robust block of HIV-1 
infection in the neuronal cell line highly expressing endogenous FEZ1, especially 
regarding nuclear trafficking of viral DNA (Naghavi, 2009). 
 Additional experiments with microglia cell line CHME3 transiently and stably 
overexpressing FEZ1 were also performed and again showed that the presence of 
FEZ1 made cells more resistant to viral DNA before nuclear entry. It is noteworthy to 
mention that FEZ1 expression was not induced in CHME3 by interferon treatment, 
and as suggested by the authors, the blocking role of FEZ1 may come from its 
natural expression as a neuron-specific determinant of retroviral infectivity, instead of 
part of a wider antiviral response (Naghavi, 2009). 
 Subsequent work associating FEZ1 with retroviral infection shed light on how 
this protein affects the delivery of viral DNA to the nucleus. Firstly it was shown that 
different cells lines presented a potent reduction in HIV-1 infection in the presence of 
FEZ1 siRNA. Besides CHME3, the cells tested this time were primary normal human 
dermal fibroblasts (NHDFs) and macrophages (differentiated Thp-1). Conversely, 
NHDFs cells overexpressing FEZ were able to restore the infection. These results 
may present a contradiction, however the authors pointed that the effect of FEZ1 as 
a positive regulator of HIV-1 infection began to decline in cells expressing very high 
level of this protein, suggesting that indeed the antiviral effect of FEZ1 previously 
reported may be related to the excessively high expression level of FEZ1 in neuronal 
cells lines (Malikov, 2015). 
 More strikingly, this work showed that cell extract containing FEZ1-FLAG 
could interact to in vitro assembled HIV-1 capsid-nucleocapsid (CA-NC). Moreover, 
using FEZ1 siRNA and infecting NHDFs with HIV-1 wild-type as well as two HIV-1 




it was reported that the block of infection was similar to all forms of HIV-1. This 
suggested that FEZ1 was not directly participating in the nuclear entry process but 
instead could affect the movement of the virus to the nucleus (Malikov, 2015). 
 Since FEZ1 was already reported as a Kinesin-1 adaptor, the authors 
assessed the role of Kinesin-1 regarding HIV-1 infection and trafficking. They 
confirmed that viral particles in knockdown cells for Kinesin-1 entered the cytosol and 
remained largely at the cell periphery, failing to move towards the nucleus. Also using 
stable NHDFs expressing FEZ1-FLAG and FEZ1-S58A-FLAG (mutant that fails to 
bind Kinesin-1) with further infection with HIV-1, it was reported that only FEZ1-FLAG 
increased infection, while the mutant did not when compared to control. Therefore it 
was proposed that FEZ1 binds to HIV-1 and that the virus exploits the role of FEZ1 
as a Kinesin-1 adaptor, regulating the trafficking of viral particles to the nucleus. 
Additionally, it was pointed out that while high levels of FEZ1 in neurons may 
attribute a role as an antiviral factor, in other cells FEZ1 may actually work as a 
positive host cofactor that facilitates infection by the stated mechanism (Malikov, 
2015). 
 
 Special partner: SCOCO 
 
 The UNC-69 protein in C. elegans is the homolog of mammalian SCOCO 
(short-coiled coil protein). SCOCO presents a coiled-coil region conserved among 
species with the N-terminus showed to be more divergent. Conserved function was 
seen by restoration of locomotion in unc-69 mutants in the presence of human 
SCOCO. In addition, unc-69 fly mutants showed defective axonal outgrowth and 
guidance. Northern blot analysis in human fetal tissue showed expression in lung, 
liver, kidney, and it was enriched in the fetal brain (Su & Tharin, 2006). 
 The interaction with UNC-76 was first identified by yeast two-hybrid screen 
and subsequently confirmed in vitro by pull-down assay, showing that the coiled-coil 
of UNC-76 was important for interaction. Moreover, UNC-76 and UNC-69 colocalized 
in round, perinuclear dots in the soma of C. elegans. This co-localization was 
disrupted in unc-116 (Kinesin heavy chain) mutants, although axonal transport was 
still occurring. The authors proposed that UNC-69 and UNC-76 could act together in 





 Another aspect of SCOCO-FEZ1 interaction is the role in autophagy. It was 
previously reported that UNC-51 binds to UNC-76 (Toda, 2008). The mammalian 
ortholog of UNC-51 is the ULK1 (UNC-51 like) protein and its activation is the initial 
step of autophagy. Co-immunoprecipitation experiments revealed that ULK1 interacts 
with FEZ1 and mutations in FEZ1 that disrupted the interaction with SCOCO did not 
disturbed ULK1-FEZ1 interaction. There was no interaction between ULK1 and 
SCOCO and siRNA depletion of SCOCO affected FEZ1 and ULK1 interaction. The 
authors performed a screening in HEK293 cells and found that SCOCO was required 
for starvation-induced autophagy. They also found that both SCOCO and FEZ1 
interacted with UVRAG (UV radiation resistance associated gene), another protein 
that is also a member of autophagy complexes, by co-immunoprecipitation, and that 
SCOCO-UVRAG was regulated by FEZ1 and sensitive to starvation (McKnight, 
2012). 
 A subsequent study showed that FEZ1 colocalized with RAB3GAP1, which is 
part of a complex that modulate autophagy (Spang, 2014). It had been previously 
reported by yeast two-hybrid screen that these proteins could interact (Assmann, 
2006). Spang and colleagues (2014) showed that the knockdown of FEZ1 and FEZ2 
increased autophagic activity, while deficiency of RAB3GAP1/2 decreased this 
activity.  
 Finally, another study showed that BERT (Gallus gallus short-coiled coil 
protein), which is equivalent to human SCOCO, participates in the regulation of Sox2 
gene expression in the neural plate. This regulation is performed by the binding of 
BERT to both Geminin and ERNI. Upon BERT binding, the interaction between 
Geminin-ERNI is disrupted, releasing HP1γ-ERNI-BERT and leaving BERT-Geminin-
Brahma in the N2 enhancer and causing the induction of Sox2 (Papanayotou, 2008). 
 It is also important to mention that two studies provided insights on SCOCO’s 
structure and its binding to FEZ1 (Alborghetti, 2013; Behrens, 2013). 
  
  Other interactions 
 
 Yeast two-hybrid assay using human placenta cDNA library showed that FEZ1 
(C-terminal) interacted with the C-terminal of NBR1 (named for its location, next to 
BRCA1), a protein-coding gene related with breast-ovarian cancer (Whitehouse, 




overexpressing NRB1 and FEZ1. It was also shown that FEZ1GFP was mainly 
present in the cytoplasm, with a diffuse pattern of expression, while the coexpression 
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Fasciculation and elongation zeta-1 (FEZ1) protein is involved in axon outgrowth and is 
highly expressed in the brain. It has multiple interaction partners, with functions varying from 
regulation of neuronal development and intracellular transport mechanisms to transcription 
regulation. One of the interactors is retinoic acid receptor (RAR), which is activated by 
retinoic acid and controls many target genes and physiological process. Based on previous 
evidence suggesting a possible nuclear role for FEZ1, we wanted to deepen our 
understanding about this function by addressing the FEZ1-RAR interaction. We performed in 
vitro binding experiments and assessed the interface of interaction between both proteins. 
We found that FEZ1-RAR interacted with similar magnitude as RAR to its responsive 
element DR5 and that the interaction occurred in the coiled-coil region of FEZ1 and in the 
ligand binding domain of RAR. Furthermore, cellular experiments were performed in order to 
confirm the interaction and screen for induced target genes from an 86 genes panel. The 
analysis of gene expression showed that only in the presence of retinoic acid did FEZ1 
induce hoxb4 gene expression. This finding is consistent with data from the literature 
showing the hoxb4 gene functionally involved with development and acute myeloid leukemia, 




 The FEZ1 (Fasciculation and Elongation zeta/zygin 1) protein was first 
identified as a mammalian orthologue of the Caenorhabditis elegans UNC-76 protein 
and functionally related to axonal outgrowth, especially bundling and elongation [1]. 
Experiments in rat and mouse showed high expression of FEZ1 mRNA in the adult 
brain and, during development, there was peak of expression with subsequent 
decrease as development continued [2,3]. Moreover, the knockout mice presented 
hyperactivity and altered response to psychostimulants [4].  
 Structurally, FEZ1 contains 392 amino acids and is a natively unfolded protein 
which dimerizes through a disulfide bond in its N-terminal domain. [5,6]. The highly 
conserved C-terminal presents coiled-coil regions which are the main sites of protein-
protein interactions [7]. FEZ1 interactors’ partners are related to several functions like 
regulation of neuronal development, intracellular transport mechanisms and 




interactors were proteins such as: DRAP1 (NC2α), BAF60a, SAP30L, Zinc finger 
251, RARA and SCOCO (BERT, UNC-69) [7,8].  
 The human SCOCO (Short Coiled-coil Protein) is the orthologue of UNC-69 in 
C. elegans and BERT in Gallus gallus. It has been reported that UNC-69 is widely 
expressed in the nervous system and plays a role in axon elongation and 
fasciculation, cooperating with UNC-76 (FEZ1) [9]. Other studies associated the 
protein BERT as a regulator of the transcriptional complex of the gene sox2 and the 
development of the neural plate in chicken embryos [10]. Alborghetti and colleagues 
(2013) further structurally characterized the complex FEZ1-SCOCO [11].  
 Retinoic Acid Receptor (RAR) usually forms heterodimer with retinoic X 
receptor (RXR) and, upon ligand binding, triggers transcription by recruiting 
coactivators and the recognition of specific RAREs (retinoic acid responsive 
elements) in the gene promoter region [12]. The ligand all-trans retinoic acid (here 
referred as RA and AT) is the active metabolite of vitamin A and works as a 
pleiotropic agent that regulates many target genes and processes such as inhibition 
of cell proliferation, differentiation, apoptosis, shaping of the embryo, and 
organogenesis [13]. 
 Taken all these information together and also considering our previous results 
showing FEZ1-GFP in nuclear fraction [14], we decided to deepen our studies 
regarding a possible nuclear role of FEZ1 through the interaction with RAR in the 
presence and absence of ligand RA.  
 We performed fluorescence anisotropy assays and chemical cross-linking 
between FEZ1 and RAR followed by mass spectrometry analysis in order to, first, 
understand the dynamics of binding affinity and, then, narrow down the interface of 
FEZ1-RAR interaction. Cellular experiments also confirmed this interaction and we 
saw both proteins co-localizing in the perinuclear region. Finally, we used human 
brain cells over-expressing FEZ1 in RTqPCR array to analyze a panel of 86 genes 
related to retinoic acid signaling. We found that the hoxb4 gene was highly induced in 











Protein Expression and Purification  
FEZ1(1-392) protein fused to an N-terminal 6xHis-tag was expressed and purified as 
previously described [5]. Affinity chromatography was followed by size exclusion 
chromatography with a HiLoad Superdex 260 16/60 column in elution buffer A: 137 
mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1.8 mM KH2PO4, pH 7.4.  Aliquots of each 
eluted fraction obtained were analyzed by SDS-PAGE. Soluble RARΔAB-pET28a-
His-tag (lacks N-terminal; contains DBD and LBD) was purified from 1 L of culture of 
Escherichia coli BL21-CodonPlus cells that were induced for 16 h to protein 
expression at 22 ºC using 0.5 mM isopropylthio-β-D-galactopyranoside. Cells were 
harvested by centrifugation at 5000 g for 15 minutes, and the cell pellet was 
resuspended and incubated for 30 minutes with lysis buffer (20 mM Hepes, 300 mM 
NaCl and 5% glycerol, pH 8.0), 100 µM phenylmethylsulfonylfluoride, 2 µM beta-
mercaptoethanol, and protease inhibitor. Lysozyme was added and the lysate 
incubated for 50 minutes on ice with occasional shaking. The lysate was sonicated 
(50 cycles) and then centrifuged at 23000 g for 50 minutes. Affinity chromatography 
was performed with a peristaltic pump. Running buffer A contained 20 mM Hepes, 
300 mM NaCl, 5% glycerol, 5 mM imidazole, pH 8.0, and 2 µM beta-
mercaptoethanol. For the elution buffer B, 300 mM imidazole was added to the 
running buffer A. Aliquots of each eluted fraction obtained were analyzed by SDS-
PAGE, and peak fractions were submitted to molecular exclusion chromatography 
with a HiLoad Superdex 260 16/60 column. The same was performed for RXRΔAB 




Assay was performed using an ISS-PC1 spectrofluorometer (ISS, Champaign, IL), 
assembled in ‘‘L’’ geometry. Excitation was set to 480 nm, and emission at 520 nm 
was recorded through an orange short wave cut-off filter OG515 (cut-off 50% at 515 
nm). Anisotropy values were calculated as described in previous studies [16] using 
Origin software (version 8.0; OriginLab Corp), which applies the Levenberg-




constant (Kd) and Hill coefficient values. All fluorescence experiments were 
performed in triplicate. 
 
Titrimetric Assay of the FEZ1:RAR Interaction 
To verify FEZ1:RAR interaction, growing concentrations of FEZ1 (to achieve 1 nM, 5 
nM, 10 nM, 20 nM, 50 nM, 100 nM, 200 nM, 500 nM, 1000 nM, 2000 nM, and 5000 
nM final concentration) were titrated into 50 nM of FITC (fluorescein isothiocyanate) 
labeled RAR, in buffer containing 20 mM Tris pH 8.0; 50 mM NaCl; 2 mM EDTA. The 
fluorescence anisotropy measurements were taken at 10°C. 
 
Titrimetric Assay of the FEZ1:RAR-DNA Interaction 
To verify if the FEZ1:RAR complex is capable to bind RAR responsive element DR5 
(5’ CGGGTTCACCGAAAGTTCACTCG 3’), increasing amounts of FEZ1:RAR (to 
achieve 1 nM, 5 nM, 10 nM, 20 nM, 50 nM, 100 nM, 200 nM, 500 nM, 1000 nM, 2000 
nM, and 5000 nM final concentration) were titrated into 100 nM of FITC-DR5, in 
buffer containing 20 mM Tris pH 8.0; 50 mM NaCl; 2 mM EDTA and 2 mM MgCl2. 
The fluorescence anisotropy measurements were taken at 10°C, and the 
measurements were made both in the presence and absence of all-trans retinoic 
acid. As controls of this interaction, we performed a series of titrations: (i) RAR into 
FITC-DR5, in the presence and absence of all-trans retinoic acid; and (ii) titration of 
FEZ1 into FITC-DR5. All of these were monitored by fluorescence anisotropy, at 
10ºC, and in each point, final concentration of titrated protein was 1 nM, 5 nM, 10 nM, 
20 nM, 50 nM, 100 nM, 200 nM, 500 nM, 1000 nM, 2000 nM and 5000 nM. 
 
Titrimetric Assay of the FEZ1:RXR-RAR-DNA Interaction 
To verify if FEZ1 is able to bind RAR:RXR complex in RAR responsive element DR5, 
the complex FEZ1:RAR:RXR (1 nM, 5 nM, 10 nM, 20 nM, 50 nM, 100 nM, 200 nM, 
500 nM, 1000 nM, 2000 nM, and 5000 nM final concentration) was titrated into 100 
nM of FITC-DR5, in buffer containing 20 mM Tris pH 8.0; 50 mM NaCl; 2 mM EDTA 
and  2 mM MgCl2. The fluorescence anisotropy measurements were taken at 10°C 
and the measurements were made both in the presence and absence of all-trans 
retinoic acid. As controls of this interaction, we performed a series of titrations: (i) 
RAR:RXR into FITC-DR5, in the presence and absence of all-trans retinoic acid; and 




10ºC, and in each point, final concentration of titrated protein was 1 nM, 5 nM, 10 nM, 
20 nM, 50 nM, 100 nM, 200 nM, 500 nM, 1000 nM, 2000 nM and 5000 nM. 
 
Chemical cross-linking between 6xHis-FEZ1 and 6xHis-RARΔAB followed by Mass 
Spectrometry 
Purified proteins were incubated (7 µM each) with 1.8 mM disuccinimidyl suberate 
(DSS; spacer arm length: 11.4 Å, Sigma Aldrich) for 2 h at room temperature, 
followed by quenching with Laemmli sample buffer. DSS-cross-linked complexes 
were identified as shifted bands in 10% SDS-PAGE. The protein complexes of each 
band were digested with trypsin. The samples were dried in a vacuum concentrator 
and reconstituted in 100 µL of 0.1% formic acid. 4.5 µL of the resulting peptide 
mixture were analyzed in LTQ Orbitrap Velos. Instrument parameters and software 
analysis were performed as previously described [11,17]. The experiment was 
performed in duplicate. 
 
Cell culture and transfection  
COS, HeLa and U87 cells were maintained in Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
(DMEM) supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS) and kept at 37° C and 
5% CO2 atmosphere. Transient transfection in COS and U87 was performed with 
Lipofectamine 2000 and 3000 (Thermo Fisher Scientific), respectively, according to 
manufacturer’s procedures. When prepared to be treated with retinoic acid, serum 
was changed to 10% charcoal dextran coated (DCC).  
 
Co-immunoprecipitation 
After 48 h of transfection with pCDNAØ (control plasmid), pCDNAFLAG-FEZ1 and 
GFP-RAR, COS cells were harvested and lysed with co-immunoprecipitation buffer 
(50 mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.2% NP40, 10% glycerol, 1 mM EDTA, and 
protease inhibitor), followed by sonication and centrifugation. 260 µg of each lysate 
were incubated with ANTI-FLAG M2 Affinity Gel (Sigma-Aldrich) and subsequent 
steps were performed according to manufacturer’s procedures. Elution was 
performed by addition of SDS-PAGE sample buffer. Samples were subjected to 10% 
SDS-PAGE followed by Western blot. Membranes were incubated with rabbit anti-




Cruz, sc-8334) primary antibodies, and goat anti-rabbit HRP (1:2000, Santa Cruz, sc-
2004) secondary antibody.  
 
Immunofluorescence 
HeLa cells plated on a 24-well dish were fixed and permeabilized with 3.7% 
formaldehyde and 0.2% Triton X-100. Cells were incubated in buffer containing 7.5 
mg/mL glycine and then blocked with 3% bovine serum albumin and 0.1% Triton X-
100 for 30 minutes at room temperature. The cells were then incubated with anti-
FEZ1 (1:100, Atlas, HPA038490) and anti-RAR (1:100, Abcam, ab28767) primary 
antibodies for 1 h at room temperature and then with chicken anti rabbit 488 (1:250, 
Thermo Fisher, A21441) and donkey anti goat 546 (1:250, Thermo Fisher, A11056) 
secondary antibodies for 40 minutes at room temperature. Nuclei were stained with 
1:10000 Hoechst 33342. Slides were examined with Leica confocal microscope. 
 
FEZ1 knockdown cell line 
FEZ1 shRNA lentiviral particles were purchased from the Genomics Center of the 
University of Minnesota plus one shGFP control. Three shFEZ1 constructs were 
tested in U87 cells and clone selection was performed using 1.75 µg/mL puromycin. 
Efficiency of silencing was assessed using RTqPCR with specific primers for FEZ1 
(sense:GACCCTGAGGAAGAAGAGGA; antisense:CAGCCCTTCATAGGACCAGT). 
 
Analysis of gene expression  
After 48 h of transfection with pCDNAØ and pCDNAFLAG-FEZ1, U87 cells were 
treated with 300 nM all-trans retinoic acid for 24 h. RNA was extracted using TRIzol 
(Invitrogen). 2 µg RNA were reverse transcribed using MultiScribe Reverse 
Transcriptase (Thermo Fisher). RTqPCR was performed with Stratagene Mx3005P, 
reactions contained 2x Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (Thermo Fisher). In 
order to assess transfection efficiency and all-trans retinoic acid activity, cDNA and 
specific primers for fez1 and rar beta were used and the results normalized with beta-
actin. Furthermore, RT Profiler PCR Array (QIAGEN) with 86 genes plus 5 controls 
related to Human Retinoic Acid Signaling (330231) was used for samples 
overexpressing FEZ1 and then confirmed with FEZ1 knockdown. Equipment settings, 







 Dynamics of protein-protein interaction and DNA-protein interaction by 
Fluorescence Anisotropy 
 
 In order to gather information about binding affinity and interaction dynamics, 
we performed anisotropy assay with both proteins in the absence and presence of 
all-trans retinoic acid (AT) (Figure 1A). We found that the dissociation constant of the 
interaction (Kd) in the absence of ligand was 3.4 ± 0.6 µM and in the presence of 
ligand was 3.8 ± 0.7 µM, meaning that the ligand did not affect this protein-protein 
interaction.  
 In addition, we also used the same technique to evaluate the interaction 
between FEZ1 and RAR to a DNA fragment (fluorophore-labeled reporter DR5). Both 
purified RAR and FEZ1 were titrated, in absence and presence of the ligand all-trans 
retinoic acid (AT) (Figure 1B). Moreover, as it is known that RAR also binds DNA as 
a heterodimer, the same experiment was performed with the heterodimer RAR-RXR 
to verify the role of RXR in the complex DR5-RAR-FEZ1 (Figure 1C). 
From the obtained Kd values (Table 1), it is possible to observe that RAR, 
RAR+AT and FEZ1:RAR+AT all have comparable Kd when we consider that the 
values may vary positively or negatively, meaning that the presence of FEZ1 did not 
significantly disturb the binding of RAR to DR5 when the ligand retinoic acid (AT) was 
present (FEZ1:RAR+AT). We can see that the presence of FEZ1 alone did not bind 
DNA and also that FEZ1:RAR without ligand was the one with the weakest binding 
affinity. Lastly, the Hill coefficient (n) was higher in FEZ1:RAR+AT, indicating that the 
binding of one molecule could facilitate the binding of subsequent molecules to the 
complex. But again, when we consider the errors, the values could change positively 
or negatively and therefore they are practically the same for all situations. 
The experiment with RAR:RXR showed a similar situation (Table 2). The 
binding affinity of RAR:RXR to DNA was the highest, as expected.  The presence of 
FEZ1 and ligand (FEZ1:RAR+AT:RXR) was comparable to the situation 
RAR+AT:RXR. Once more, the presence of FEZ1 without ligand (FEZ1:RAR:RXR) 
showed the weakest binding affinity. The Hill coefficient showed practically similar 




Taken together these data confirmed the binding affinity between RAR and 
RAR:RXR to its responsive element DR5 and also showed that in vitro the presence 
of ligand all-trans retinoic acid may cause some structure conformational change that 
seemed to favor the binding of FEZ1 to RAR and also to the heterodimer RAR:RXR.  
   
 Chemical cross-linking coupled with Mass Spectrometry 
 
 After the initial identification of the interaction between FEZ1 and RAR in yeast 
two-hybrid assays [8] and performing the anisotropy fluorescence experiments 
above, we were interested in mapping the interface of interaction between these two 
proteins by chemical cross-linking coupled with mass spectrometry. After incubating 
both purified proteins with cross-linker DSS and running SDS-PAGE, bands were cut 
from the gel (Figure 2A). Note that the polyacrylamide gel also contains the following 
controls: RAR-FEZ1 incubated without DMSO (vehicle) nor DSS, RAR-FEZ1 with 
DMSO, FEZ1 alone with DMSO, and RAR alone with DMSO. After addition and 
incubation with DSS, there was clearly a change in the migration pattern of proteins 
in complex and intense, higher, bands could be seen on the gel, indicating that the 
complex may have been formed.  In order to confirm this and also verify which amino 
acids from each protein were responsible for the interaction and complex formation, 
the samples were digested with trypsin and prepared for LC-MS/MS analysis (Figure 
2B). Two possible regions of contact in FEZ1 were identified 281QKEQR285 and 
295KGLSLQSSRI304 and one in RAR 365KR366 (Figure 2C). 
 These results were consistent with previous data from the literature and from 
our group, confirming that the interaction of proteins with FEZ1 occurs in its main 
protein interaction docking domain, the coiled-coil regions (predicted coiled-coils: 
amino acids 231-265 and 278-306). Furthermore, we found that FEZ1 binds to RAR 
in the ligand binding domain (LBD), which is described as the region where other 
proteins bind to and form complexes that regulate transcription. This finding opened 
the possibility that FEZ1 could be part of a larger transcription regulatory complex 








 Characterizing FEZ1 and RAR interaction in mammalian cells 
  
 Aiming to confirm the interaction between FEZ1 and RAR also in cells, we 
performed co-immunoprecipitation (IP) experiments in COS cells. First we 
transfected FLAG-FEZ1 and GFP-RAR and then incubated the lysate with anti-FLAG 
beads. After developing Western blot membranes marked with anti-GFP and anti-
FEZ1 primary antibodies, we confirmed that RAR and FEZ1 were co-
immunoprecipitated (Figure 3A).  
 In the next co-immunoprecipitation, we wanted to understand how this 
complex would behave in the presence of ligand all-trans retinoic acid (RA) when 
compared to control. After transfecting cells, we treated them with 500 nM RA for 24 
hours. Lysates were again incubated with beads followed by Western blot. As 
depicted in Figure 3B, we could see that the interaction continued to occur in the 
presence of ligand.  
 Next, immunostaining of endogenous RAR and FEZ1 was performed in HeLa 
cells in order to visualize the location of both proteins using confocal microscopy. As 
seen in Figure 3C, FEZ1 appears mainly in the cytoplasm, while RAR can be seen 
both in nucleus and cytoplasm. Regarding the colocalization of both proteins, it 
occurred in the perinuclear region, without any ligand treatment. 
 
 Gene expression profile after overexpression and silencing of FEZ1 
 
 Upon confirmation of FEZ1-RAR interaction and the possible role of FEZ1 as a 
participant in transcription, we wanted to evaluate the target genes that could be 
induced after over-expression of FEZ1 and then confirm the regulation of the 
candidate genes by depletion of FEZ1. In order to test a variety of genes that are 
known to be part of retinoic acid signaling, we used a commercial array that contains 
86 genes plus 5 control genes.  
 We designed the overexpression experiment with 4 groups: pCDNA empty 
plasmid (control) + DMSO (vehicle) treatment, FEZ1-pCDNA + DMSO, pCDNA 
empty plasmid + 300 nM RA, and FEZ1-pCDNA + 300 nM RA (Figure 4). After 
extracting the RNA and producing cDNA, the samples from each group were added 
to the commercial array with SYBR Green and RTqPCR analyses were performed. In 




U87 derived from brain was used as the model to perform the studies of gene 
expression. 
 In order to confirm that the genes induced when there was overexpression of 
FEZ1 would not be activated when FEZ1 was depleted, and therefore showing that 
FEZ1 was indeed responsible for determined gene induction, we generated fez1 
knockdown U87 cells using shRNA lentiviral infection. Three FEZ1 shRNA were 
tested and we also used one GFP shRNA as control. After analyzing the efficiency of 
silencing using RTqPCR with fez1 specific primers, we selected the one that 
provided approximately 80% of depletion (Figure 5A) and performed the experiment 
with the commercial array once again. This time the groups were: shGFP (control) + 
DMSO (vehicle), shFEZ1 + DMSO, shGFP + 300 nM RA, and shFEZ1 + 300 nM RA. 
The statistical analyses were performed by normalization with actin and gapdh 
obtained values, and further with the sample group “control/empty plasmid + DMSO”. 
 When FEZ1 was over-expressed, we could see that 3 genes [wnt8a (3.51-
fold), sox2 (2.19-fold), egr1 (2.01-fold)] were differentially induced in absence of RA, 
and 2 genes [hoxb4 (42.66-fold), wnt8a (2.40-fold)] were differentially induced in the 
presence of RA, when compared to genes from the “empty + RA” condition (Figure 
4C). In Figure 4A, we confirm the overexpression of fez1 and the activation of rar 
beta in the conditions where RA was added. In Figure 4B, the control genes beta 
actin and gapdh were automatically selected by the analysis software to be used for 
normalization.  
 The 3 genes for “FEZ1 + DMSO” showed that the fold-regulation value ranged 
from 3.5 to 2.2 and here we want to highlight the activation of the gene sox2 (and the 
lack of its activation in the FEZ1 depleted situation – Figure 5C, red bar –, suggesting 
that FEZ1 was really involved in this gene activation), which is consistent with 
previous findings [10], that associated sox2 regulation with BERT, the chicken 
orthologue of FEZ1 interactor SCOCO. 
 For the 2 genes present in “FEZ1 + RA” group, we want to highlight hoxb4 that 
was dramatically induced (42.66-fold, Figure 4C, green bar). Conversely, the 
depletion of fez1 implicated in reduced hoxb4 expression (Figure 5C, green bar), 
suggesting that FEZ1 might really play a role in the transcription of hoxb4. The gene 
wnt8a was 2.40-fold induced (and also appeared induced in “FEZ1 + DMSO”, 







 FEZ1 is a protein with multiple interaction partners [7,8] and has been 
described mainly as a cytoplasmic protein. After findings of a) FEZ1 interacting with 
nuclear proteins and more specifically, the retinoic acid receptor [8]; b) FEZ1-GFP 
present in nuclear fraction of HEK cells [14]; and c) BERT, orthologue of permanent 
FEZ1 interactor SCOCO, as a regulator of sox2 [10]; we decided to investigate the 
nuclear role of FEZ1 through its interaction with RAR.  
 We performed in vitro studies with recombinant purified proteins and found 
that protein-protein interaction between FEZ1-RAR was not disturbed by the 
presence of all-trans retinoic acid (RA). Consistently, the co-immunoprecipitation 
experiments confirmed that FEZ1 and RAR were co-immunoprecipitated both in the 
absence and presence of RA.   
 When we performed titration of purified FEZ1 and RAR on a DR5 fluorescent 
probe to analyze how the complex DR5-RAR and DR5-RAR:RXR would behave in 
the presence of FEZ1, we found that the presence of both FEZ1 and all-trans retinoic 
acid (FEZ1:RAR+AT and FEZ1:RAR+AT:RXR) did not disturb the complexes, as the 
interaction occurred with similar dissociation constants as the ones for RAR and 
RAR:RXR to its responsive element DR5.  
 Regarding the cellular location, the immunofluorescence showed that both 
proteins were in the perinuclear region without any ligand treatment. We look forward 
to perform more imaging experiments in the future aiming to address FEZ1 
translocation, especially because previous and preliminary results from our group 
(not shown) have reported the presence of FEZ1 in the nucleus upon treatment with 
RA. Supporting this evidence, it has been reported that FEZ1 possess a nuclear 
localization signal in its C-terminal and subcellular fractionation in HEK cells showed 
the presence of FEZ1 in both cytoplasmic and nuclear fractions [14].  
 In addition, the chemical cross-linking followed by mass spectrometry 
demonstrated that the binding interface involves the C-terminal coiled-coil region of 
FEZ1 and the ligand binding domain of RAR (LBD). In strong accordance with this 
finding, it has been extensively reported that the FEZ1 C-terminal is the main region 
of protein-protein interaction, and proteins like kinesin, DISC1, agnoprotein, PKCζ, 
and others have been showed to bind FEZ1 in this region [18]. Moreover, the LBD of 




in a dynamic way, depending also on the presence or absence of ligand, which will 
determine gene transcription activation or repression [19].  
 Finally, we performed a screen to investigate the target genes that could be 
activated by FEZ1 as part of a predicted transcription regulatory complex. The gene 
expression analysis using an array of genes related to retinoic acid signaling and 
cells derived from brain (the tissue where FEZ1 has high expression levels) showed 
that sox2 gene was induced when FEZ1 was overexpressed and this was confirmed 
when FEZ1 was depleted and there was no sox2 activation, supporting the 
hypothesis that the presence of FEZ1 could be part of sox2 activation. This finding is 
very consistent with previous results [10] from the orthologue of human SCOCO, 
BERT (Gallus gallus short-coiled coil protein), which was reported to participate in 
regulating the expression of gene sox2 in the neural plate development, and SCOCO 
is an important, permanent interaction partner of FEZ1 [11].  
 Most consistently, we also found that the gene hoxb4 was dramatically 
induced upon FEZ1 overexpression and treatment with RA. This result was further 
confirmed when cells were silenced for FEZ1 and treated with RA and there was no 
hoxb4 activation, showing that FEZ1 might indeed play a role in hoxb4 activation. 
Further studies like ChIP assay could give us more details about the participation of 
FEZ1 together with RAR in the transcription complex that regulates the hoxb4 gene. 
 Hoxb4 is known to be related with development [20] and experiments from our 
group showed fez1 gene expression by in situ hybridization in chicken embryos 
during neurulation and somitogenesis (not shown). Also, as already mentioned, there 
is a peak of FEZ1 mRNA expression during development in rat and mouse [2,3]. It 
would be of great interest to further study how FEZ1 correlates with the genes 
reported here, such as sox2, hoxb4, and wnt8a, in an embryonic developing model. 
 More surprisingly, HOXB4 was reported to correlate with acute myeloid 
leukemia [21], which is very consistent with our findings regarding FEZ1 expression 
in this disease (not published). The interesting link between FEZ1 and HOXB4 
differential expression in acute myeloid leukemia could lie in the discovery that FEZ1 
overexpression caused the phenotype of multilobulated nuclei (also known as flower-
like nuclei) in mammalian cell line [14]. This nuclear phenotype has already been 
reported to be a marker of myeloid leukemia of M4/5 subtypes [22,23]. 
 In conclusion, our study was the first to characterize, through different 




reporting the first evidence of FEZ1 playing a nuclear role by participating in the 
regulation of genes, especially the hoxb4 gene, which presented the highest fold 
induction in the presence of both FEZ1 and RA. We propose that FEZ1 binds RAR 
and participates in a protein complex that can activate hoxb4 gene. This is the 
mechanism by which retinoic acid binds to RAR and there is a recruitment of proteins 
that participate in the transcription of genes. We hope that this work will lead to new 
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Figure 1: Relative binding affinity of FEZ1-RAR. A) Protein-protein interaction: FEZ1 
titrated on RAR-FITC in the presence and absence of all-trans retinoic acid (AT). B and C) 
Anisotropy curves from protein (FEZ1, RAR, RAR:RXR) titrated on DR5-FITC probe in the 








Figure 2: Binding interface of the FEZ1-RAR interaction. A) Recombinant purified 
proteins were incubated with DSS and DMSO (control). Bands corresponding to complexes 
(red rectangles) were excised from polyacrylamide gel, digested with trypsin, and analyzed 
by LC-MS/MS. B) Spectra were manually validated for b and y ion series of the α (peptides of 
FEZ1) and β (peptides of RAR) chains. C) Schematic representation of FEZ1 and RAR. 
FEZ1 presents two coiled-coils (CC) predicted regions (231-265 amino acids; 278-306 amino 
acids). In RAR, the DBD (DNA binding domain) and LBD (ligand binding domain) are 
represented. Two predicted interaction sites were found for FEZ1, ranging from amino acids 
281-285 (QKEQR) and 295-304 (KGLSLQSSRI). These two regions are in one of the FEZ1 
coiled-coil. The predicted binding region for RAR is located in its LBD, amino acids 365-366 
(KR). M = molecular mass marker. The indicated molecular masses of the marker protein 











Figure 3. FEZ1 and RAR interaction and localization in cells. A) Overexpression of FEZ1 
and RAR in COS cells and co-immunoprecipitation using FLAG resin, followed by Western 
blot. B) Samples were treated with ethanol (ET; control) or all-trans retinoic acid (RA, 
dissolved in ethanol) for 24 hours and then co-immunoprecipitated. C) HeLa cells were 
analyzed by immunocytochemistry using anti-FEZ1 (green) and anti-RAR (red) antibodies 
and the nuclear dye Hoechst (blue). Colocalization occurred in the perinuclear region (yellow, 












Figure 4: Overexpression of FEZ1 and gene expression analysis. A) Confirmation of 
fez1 overexpression and activation of rar beta by retinoic acid (RA). B) From a panel of 5 
control genes, beta actin (ACTB) and gapdh were automatically selected for relative 
quantification, and the results were analyzed by the ΔΔCt method. Group “empty + DMSO” 
was selected to normalize the samples. C) Genes that were differentially induced in groups 
“FEZ1 + DMSO” and “FEZ1 + RA 300nM”. Genes from group “Empty + RA 300nM” are 









Figure 5: Depletion of FEZ1 and gene expression analysis. A) Three shFEZ1 (plus 
shGFP as control) were tested and shFEZ1(2) was selected to subsequent studies (~80% 
silenced). B) From a panel of 5 control genes, beta actin (ACTB) and gapdh were 
automatically selected for relative quantification, and the results were analyzed by the ΔΔCt 
method. Group “shGFP + DMSO” was selected to normalize the samples. C) Genes are the 
same from Figure 4C. The low values, below or close to 1.0, mean that there was no gene 
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 A proteína humana FEZ1 (fasciculation and elongation zeta-1) é ortóloga da 
proteína UNC-76 (uncoordinated-76) de C. elegans. Em larvas mutantes para o gene 
unc-76 foi observado que ocorriam defeitos na locomoção e a presença do gene 
fez1 foi capaz de recobrar esses defeitos (Bloom & Horvtiz, 1997).  
 FEZ1 é uma proteína multifuncional relacionada com o desenvolvimento 
neuronal, crescimento de axônios, organização dos microtúbulos e transporte celular 
(Assmann et al, 2006; Alborghetti et al, 2011). Recentemente demonstramos 
também a interação com o receptor do ácido retinóico (RAR) e o papel nuclear na 
transcrição gênica (article in press). 
 Foi reportado que a superexpressão de FEZ1 em células HEK293 causou o 
aparecimento de núcleos multilobulados (flower-like) em mais de 40% das células 
transfectadas (Lanza et al, 2008). Esse fenótipo de núcleos multilobulados já foi 
observado em células leucêmicas e essa característica também já foi associada à 
multirresistência de drogas e à capacidade dessas células de invadirem outros 
tecidos, como o sistema nervoso central (Huang et al, 1996; Sato et al, 1998; 
Fukuda et al, 2005). 
Além disso, experimentos realizados pelo nosso grupo (não publicados) em 




núcleos flower-like em amostras de liquor e medula óssea de sete pacientes 
leucêmicos. Esse fenótipo foi observado no liquor de todos os pacientes, sendo 38% 
o maior percentual obtido em uma das amostras. Em média, 17% das células 
leucêmicas no liquor eram do tipo flower-like. Além disso, também foi avaliada a 
presença de fez1 por RT-qPCR em amostra de um paciente. O resultado obtido 
demonstrou que a expressão de fez1 foi 8 vezes maior no liquor quando comparada 
com a expressão na medula óssea. 
 Nesse artigo, o objetivo foi aprofundar a investigação entre a relação de FEZ1 
com a leucemia mielóide aguda (LMA), principalmente nos subtipos M4 e M5, de 
acordo com a classificação French American British (FAB). Para isso foram 
realizadas buscas em banco de dados e também a realização de experimentos de 
imunohistoquímica em amostras parafinizadas de tecidos leucêmicos. Essas 
amostras foram obtidas em colaboração com a Faculdade de Ciências Médicas da 
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e o seu uso foi aprovado pelo 




Padronização da concentração de anticorpo anti-FEZ1 para realização de técnica de 
imunohistoquímica 
  
 Foram adquiridos dois anticorpos anti-FEZ1 (NBPI-86256 Novus Biologicals e 
HPA038490 Atlas) para padronização da imunohistoquímica – protocolo de 
imunoperoxidase. Os testes foram realizados com tecido de antropilório, nas 
concentrações para ambos os anticorpos de 1:100, 1:200 e 1:500 e para os dois 
tampões de recuperação antigênica (Tris-EDTA e citrato). Os tecidos incluídos em 
blocos de parafina que foram utilizados são parte do Acervo Científico Didático do 
Departamento de Anatomia Patológica (Faculdade de Ciências Médicas/UNICAMP). 
Os blocos foram cortados em micrótomo e os tecidos foram colocados nas lâminas 








Protocolo da imunoperoxidase 
 
 Desparafinização: As lâminas foram colocadas em estufa a 110ºC por 60 
minutos logo após o corte em micrótomo. A seguir, colocadas em Xilol I, estufa a 
110ºC por 30 minutos. Passagem em xilol I, II e III por aproximadamente 35 
segundos. Passagem em álcool I, II e III por aproximadamente 35 segundos. 
Passagem em álcool 80% e 50% por aproximadamente 35 segundos. Lavagem em 
água corrente por 5 minutos.   
 Bloqueio da peroxidase endógena: As lâminas foram colocadas em água 
oxigenada 3% e foram realizadas 3 trocas, de 5 minutos. Lavou-se em água corrente 
por 5 minutos com posterior passagem em água destilada.  
 Recuperação antigênica: As lâminas foram colocadas em recipiente de vapor 
por 40 minutos com tampão Tris-EDTA (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,9) ou tampão 
citrato (10 mM, pH 6,0). Deixou-se esfriar por aproximadamente 20 minutos com 
posterior lavagem em água corrente. As lâminas foram colocadas em PBS 1x para a 
realização da etapa seguinte.  
 Bloqueio de reações inespecíficas: As lâminas foram colocadas em solução a 
3% de leite em água destilada por 30 minutos e posteriormente mantidas em PBS 1x 
até a realização da próxima etapa.  
 Anticorpo primário: Foram preparadas diluições dos dois diferentes anticorpos 
anti-FEZ1 (NBPI-86256 Novus Biologicals e HPA038490 Atlas). As lâminas foram 
retiradas do tampão, secas com papel de filtro e o fragmento de tecido presente na 
lâmina foi coberto com anticorpo. Incubou-se na estufa a 37ºC durante 30 minutos e 
posteriormente transferiu-se para temperatura de 4ºC, por aproximadamente 16 
horas (overnight).  
 Revelação: As lâminas foram lavadas 3 vezes consecutivas com tampão PBS 
1x, por 5 minutos e, posteriormente, secas com papel de filtro. Foram adicionados 
100 µL/lâmina de solução 1 de revelação Advance (DAKO) e incubou-se a 37ºC por 
30 minutos. As lâminas foram novamente lavadas 3 vezes consecutivas com tampão 
PBS 1x, por 5 minutos. Foram adicionados 100 µL/lâmina de solução 2 de revelação 
Advance (DAKO) e incubou-se a 37ºC por 30 minutos. As lâminas foram novamente 
lavadas 3 vezes consecutivas com tampão PBS 1x, por 5 minutos. Preparou-se a 




lâmina. Incubou-se por 5 minutos em temperatura ambiente com subsequente 
lavagem em água corrente por 3 minutos.  
 Coloração com Hematoxilina: As lâminas foram colocadas em cuba com 
corante hematoxilina de Mayer e posteriormente lavou-se em água corrente por 5 
minutos. As lâminas foram colocadas em contato com amônio 3% e lavadas em 
água corrente por 5 minutos. Desidratou-se em 3 álcoois sucessivos e, 
posteriormente, passou-se por 3 soluções de xilol. Adicionou-se resina ao corte 
histológico e o mesmo foi coberto com lamínula. 
 
Imunohistoquímica com anticorpo anti-FEZ em amostras de pacientes 
diagnosticados com leucemia mielóide aguda 
  
 O mesmo protocolo de imunoperoxidase foi repetido com o anticorpo anti-
FEZ1 (NBPI-86256 Novus Biologicals), na concentração de 1:500 e tampão Tris-
EDTA. Dessa vez, as lâminas utilizadas continham tecidos de biópsia da medula 
óssea incluídos em parafina (grupo controle e grupo com leucemia mielóide aguda) 
disponíveis no Acervo Científico Didático do Departamento de Anatomia Patológica 
(FCM/UNICAMP). Os blocos foram cortados em micrótomo e os cortes colocados 
sobre lâminas. Em seguida o protocolo da imunoperoxidase foi realizado conforme 
descrito anteriormente. Esta etapa do projeto foi aprovada pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa. 
 Foram utilizadas 17 lâminas, sendo estas divididas em três grupos:  
 - 5 lâminas de medula óssea do grupo de pacientes com leucemia mielóide 
aguda (subtipos M4 e M5);  
 - 5 lâminas de medula óssea do grupo de pacientes com leucemia mielóide 
aguda (outros subtipos);  
 - 5 lâminas grupo de pacientes com medula óssea normal;  
 - duas lâminas de gânglio para controle do experimento: uma para controle 
positivo e outra para controle negativo (Figura 1). 
  
Análise das lâminas marcadas com anticorpo anti-FEZ1 
 
 As lâminas foram escaneadas no equipamento Aperio Digital Pathology Slide 




patologistas através de software para quantificação da expressão das proteínas 
marcadas (Positive Pixel Count Algorithm). 
  
 Resultados e discussão 
 
 A análise das lâminas com tecido de medula óssea revelou: 
 – casos de medula normal (grupo controle): megacariócitos fortemente 
marcados com anticorpo anti-FEZ1; série eritróide sempre negativa; algumas raras 
células mielóides marcadas com anti-FEZ1 (Figura 2A); 
 – casos de leucemia mielóide aguda (subtipos M4 e M5): todas fortemente 
marcadas com anticorpo anti-FEZ1 (Figura 2B); 
 – casos de leucemia mielóide aguda (outros subtipos): alguns casos 




Figura 1: Controle do experimento com gânglio. A) Controle positivo, marcado com anticorpo 








Figura 2: Comparação da expressão de FEZ1. A) Grupo controle; B) Grupo leucemia 
mielóide aguda subtipo M4/M5; C) Grupo leucemia mielóide aguda – outros subtipos. 
 
 Após análise estatística de todas as lâminas marcadas com anti-FEZ1 
observou-se que ocorreu expressão diferencial de FEZ1 nos tecidos leucêmicos 
quando comparados com os tecidos do grupo controle (Gráfico 1).  
 
 
Gráfico 1: Análise da expressão de FEZ1. Lâminas com cortes histológicos de pacientes 
leucêmicos e controle foram marcadas com anticorpo anti-FEZ1 e a expressão da proteína 
foi avaliada estatisticamente. LMA: leucemia mielóide aguda subtipo M4/M5; Normal: casos 
controle (não apresenta leucemia); Outros: leucemia mielóide aguda outros subtipos. 
 
 Os resultados da imunohistoquímica demonstraram a expressão diferencial 
de FEZ1 nos tecidos leucêmicos, no entanto não foi observada diferença 
significativa quando se comparou o grupo “LMA subtipos M4/M5” com “LMA Outros 
subtipos”. 
 Nesse artigo, além desses resultados, serão utilizados dados da análise in 




aguda, principalmente no subtipo M5. Esse levantamento foi realizado pelo mestre 
Deivid L. S. Migueleti, sob orientação do Prof Dr. Jörg Kobarg. De forma resumida 
foram realizados levantamentos nas bases de dados GEO Profiles (National Center 
for Biotechnology Information) e OncomineTM (Compendia Bioscience), nas quais é 
possível buscar por perfis específicos de expressão de genes de interesse, em 
condições normais ou de doença. As buscas foram feitas com a inserção do 
parâmetro “FEZ1 (gene)”. Na base de dados OncomineTM há dados de microarranjo 
de DNA de estudos publicados sobre câncer e também é possível adicionar “filtros” 
simultâneos para a busca, como “leukemia” e “11q23 translocation”. Assim, foram 
feitas buscas por dados de leucemias e, quando possível, foi feito o agrupamento 
dos dados por tipos de leucemia (LMA ou LLA), subtipos de LMA ou por 
translocações usuais em leucemia, como a 11q23/MLL. Observou-se que as 
leucemias de origem linfóide e mielóide se diferenciaram pela expressão de FEZ1, 
sendo essa maior na LMA. Também se observou diferença quando se comparou os 
subtipos de LMA, destacando as amostras de LMA M5, cuja expressão foi maior do 
que nos outros subtipos. 
 Destaca-se ainda que o gene fez1 em humanos está anotado na posição 
11q24.2 do genoma e, possivelmente, poderia ser “perturbado” por translocações 
vizinhas. Um estudo com 1897 casos de leucemia mielóide aguda analisados 
citogeneticamente observou que pacientes com leucemia mielóide aguda M4, M5a e 
M5b apresentaram uma forte correlação com a incidência de anormalidades 
citogenéticas associadas ao locus 11q23, como translocações-fusões do gene MLL 
(Myeloid/Lymphoid or Mixed Lineage Leukemia), quando comparados com outros 
subtipos (Schoch et al, 2003). 
 Numa das análises in silico realizadas, as amostras foram agrupadas pelo 
status da região q23 do cromossomo 11 e constatou-se que as amostras com 
rearranjo genético nessa região apresentam um nível de expressão 
significativamente maior de FEZ1 do que o das amostras controle. Foram ainda 
avaliadas análises de outros estudos envolvendo leucemias mielóides e linfóides, 
novamente denotando a possível relação entre a ocorrência de rearranjos genéticos 
na região 11q23 do genoma e a expressão ectópica de FEZ1 em blastos 
leucêmicos. De fato, essa região genômica corresponde ao gene MLL (Mixed-
Lineage Leukemia). Já o gene de FEZ1 está localizado muito próximo dessa região, 




MLL, cujo produto constitui um fator de transcrição, estão associadas a diversos 
tipos de leucemia (Schoch et al, 2003; Kavallaris, 2010). Assim, a superexpressão 
de FEZ1 em células leucêmicas observada nessas análises poderia ser um efeito 
secundário da instabilidade genética, comum a diversos tipos de câncer, causada 
pelos rearranjos vizinhos. 
 Ademais, a análise experimental da expressão de FEZ1 em linhagens 
celulares de origem leucêmica foi também endereçada através de análises por 
Western blot. A presença de FEZ1 foi avaliada nas células Jurkat (leucemia linfóide 
aguda), K562 (leucemia mielóide crônica) e THP-1 (leucemia mielóide aguda do tipo 
monocítica – M5) e a presença de FEZ1 foi observada apenas nas células THP-1.  O 
resultado da análise in silico na base de dados GEO Profiles também demonstrou a 
expressão de FEZ1 na linhagem THP-1 (Migueleti, 2012). 
 Para concluir, reitera-se que, desde os primeiros resultados obtidos por nosso 
grupo, demonstrando a relação entre FEZ1 e a formação de núcleos multilobulados 
(fenótipo leucêmico), o interesse por aprofundar os estudos sobre a relação entre 
FEZ1 e a leucemia se intensificou. Resultados com amostras do liquor de pacientes 
leucêmicos apontaram a superexpressão de fez1 e a presença dos núcleos flower-
like. Análises in silico e experimentos de imunohistoquímica com tecidos leucêmicos 
continuam apontando FEZ1 como uma proteína diferencialmente expressa em 
leucemia mielóide aguda. Em conjunto, esses resultados podem especular FEZ1 
como uma proteína potencialmente marcadora de leucemia mielóide aguda.  
 Ainda, no contexto dessa tese, demonstrou-se que a superexpressão de 
FEZ1 e o tratamento com ácido retinóico foram, juntos, capazes de induzir o gene 
hoxb4, sendo que a expressão diferencial de HOXB4 em leucemia mielóide aguda 
também foi reportada (Umeda et al, 2012). Essa nova descoberta abre 
possibilidades para o estudo dos mecanismos moleculares relacionados à 
expressão diferencial de ambas as proteínas FEZ1 e HOXB4 na leucemia mielóide 







4. RESULTADOS COMPLEMENTARES 
 
4.1. Estudos de expressão e transfecção 
 
 Durante o período de estágio na Universidade de Minnesota foram realizadas 
análises da expressão proteica de FEZ1 e RAR. Alguns tecidos de camundongo 
(como por exemplo, córtex, hipocampo) foram obtidos a partir da doação de colegas 
do grupo, bem como pellets das linhagens celulares P19 (derivada de carcinoma 
embrionário), HT22 (neurônio), C2C12 (mioblasto). Além disso, outras células foram 
cultivadas, como COS, HEK293, GL261 (glioma), U87 (glioma) e PC12. Todas as 
amostras foram preparadas (conforme descrito no tópico 3, subtópico 3.2) e 
analisadas após realização de Western blot, com anticorpos específicos para FEZ1 
e RAR (Figura 1). 
 
               
Figura 1: Avaliação da expressão endógena de FEZ1 e RAR em tecidos de camundongo e 
linhagens celulares, através de Western blot com marcação de anticorpos específicos para 
cada proteína. 
 
 As células GL261, U87 e PC12 mostraram-se promissoras para subsequentes 
estudos envolvendo a interação e função dessas proteínas. Foram realizados, ainda, 
experimentos de transfecção dessas células para padronização e avaliação da 
eficiência da transfecção. Foram utilizados diferentes métodos, como uso de 
Lipofectamina LTX e 3000, que foram utilizadas conforme instruções do fabricante. 





   
Figura 2: Padronização e avalição da eficiência de transfecção em células PC12 (A), COS, 
GL261 e U87 (B). Em A foi utilizado o método de precipitação por cálcio e também os 
reagentes Lipofectamina LTX e Lipofectamina 3000 (testes com 3 e 6 µg de DNA). Em B 
utilizou-se Lipofectamina 3000 em todas as transfecções. Análise dos resultados por 
Western blot (WB), marcação com anticorpos específicos para GFP e FLAG. 
 
 Embora na Figura 2 seja possível verificar que o plasmídeo FEZ1-FLAG tenha 
sido transfectado em PC12, infelizmente não foi possível continuar realizando 
experimentos com esta célula, uma vez que a transfecção não foi reprodutível em 
experimentos posteriores. Em alguns experimentos era possível transfectar, 
enquanto em outros a transfecção não acontecia. Ademais, apesar de parecer um 
bom modelo para o estudo de FEZ1, conforme descrito por vários artigos revisados 
no tópico 1, devido à expressão endógena e capacidade de diferenciação em 
neurônio, a célula PC12 requer um tratamento bastante laborioso e custoso, sendo 
necessário avaliar o custo-benefício da sua utilização, bem como o longo tempo de 
cultivo. Inicialmente, para seu cultivo, é necessário permeabilizar a placa em que as 
células irão aderir com rat tail colagenase, overnight. Em seguida, para diferenciar 
as células, são necessários entre 5-7 dias de tratamento com nerve growth factor 
beta (NGF-β). Além disso, as células não aderem fortemente, dificultando 
experimentos como de imunofluorescência, que requer várias etapas de 
processamento e lavagem das células.  
 Dessa forma foi também padronizada a transfecção em células GL261 e U87, 
derivadas de glioma. Foi observada uma maior banda de FEZ1-FLAG nas amostras 




Dessa forma, a célula U87 foi utilizada em outros experimentos. A célula COS 
também foi utilizada, tendo apresentado alta expressão endógena de RAR, 
excelente eficiência de transfecção e reprodutibilidade, além da facilidade no 
manuseio e uso já bem estabelecido. 
 
4.2. Expressão e purificação das proteínas FEZ1 e RAR 
 
 Os experimentos in vitro demandaram a expressão em bactéria e a 
purificação das proteínas FEZ1 e RAR (por afinidade e exclusão molecular), 
conforme já descrito no tópico 3, subtópico 3.2. 
 Ainda que os protocolos para FEZ1 já tivessem sido estabelecidos por 
membros prévios do grupo e, no caso de RAR, pelo grupo do Laboratório de 
Espectroscopia e Calorimetria do LNBio, algumas mudanças/adaptações tiveram 
que ser realizadas, uma vez que as duas proteínas precisavam ser utilizadas juntas 
nos ensaios.  
 A integridade de ambas as proteínas era prejudicada por 
congelamento/descongelamento, então o recomendado foi purificar as duas 
proteínas em paralelo para logo em seguida realizar os próximos experimentos.  
 Para retirar o imidazol das amostras foi utilizada diálise e também 
centrifugação em tubo próprio com filtro. Essas técnicas não foram bem sucedidas, 
uma vez que, mesmo seguindo todos os cuidados, ocorreu a precipitação das 
proteínas na etapa final de produção. Dessa forma, a cromatografia de exclusão 
molecular funcionou para melhorar a qualidade da amostra purificada e também 
para trocar o tampão da amostra. A Figura 3 mostra os géis de poliacrilamida que 






Figura 3: Etapas de purificação de FEZ1 e RAR. A) Gel de poliacrilamida das frações da 
cromatografia de afinidade por níquel de FEZ1. B) Gel de poliacrilamida das frações da 
cromatografia de exclusão molecular de FEZ1. C) Gel de poliacrilamida das frações da 
cromatografia de afinidade por cobalto de RAR. D) Gel de poliacrilamida das frações da 
cromatografia de exclusão molecular de RAR. As setas vermelhas indicam o padrão das 
frações purificadas que foram utilizadas nos experimentos. 
 
4.3. Pull-down da interação FEZ1-RAR 
 
 Esse experimento foi realizado a partir da transfecção do plasmídeo FEZ1-
GFP e GFPØ (controle) em células COS. As células sofreram lise (conforme descrito 
em 3; 3.2) e o sobrenadante foi incubado com a proteína RAR-His previamente 
expressa em bactéria e purificada (ainda ligada à resina com níquel). Também foi 
utilizada uma amostra de célula COS sem transfecção. 
 Após incubação por 3 horas, a 4ºC, sob agitação, foram realizadas três 
lavagens e, finalmente, a eluição das proteínas com tampão contendo imidazol 300 






Figura 4: Esquema representativo do experimento de pull-down com análises por Western 
blot. As células COS sofreram lise e uma parte das amostras foi submetida à SDS-PAGE e 
Western blot (WB:Input Anti-GFP). A proteína RAR-His foi previamente expressa e 
purificada. Uma alíquota da proteína purificada também foi submetida à SDS-PAGE e 
Western blot (WB: Anti-RAR). Após eluição, apenas a amostra FEZ1-GFP foi eluída com 
RAR (WB: Elution Anti-GFP; PD=pull-down: RAR-His).  
 
 O experimento de pull-down confirmou, mais uma vez, a interação entre 
FEZ1-RAR. Esse experimento foi realizado, principalmente, como uma forma de 
responder ao editor do Artigo 2 (tópico 3; 3.2), que pediu um experimento 
confirmando a interação de FEZ1 coiled-coil com RAR (resultado obtido no cross-
linking). Foram realizados outros ensaios utilizando a mesma metodologia, porém 
com fragmentos de FEZ1 (1-227) e (229-392). Esses experimentos foram repetidos 
várias vezes, as células foram transfectadas, porém não foi possível ver a banda 
(input) por Western blot e nem concluir os experimentos. De fato, havia sido 
previamente reportada uma construção insolúvel de FEZ1 (227-290) transfectada 
em HEK293 (Behrens et al, 2013).  
 
4.4. Análises prévias de RTqPCR 
 
 Os experimentos de RTqPCR tiveram como objetivo relacionar a interação 
FEZ1-RAR com um processo nuclear, como a transcrição gênica. Nesse sentido, 




com ácido retinóico em comparação com as amostras controle foi a estratégia 
encontrada para iniciar os experimentos que responderiam esse objetivo. 
 Antes de realizar os experimentos descritos no Artigo 2 (tópico 3; 3.2) foram 
realizados estudos verificando o tempo de resposta para detectar indução de fez1 e 
rar beta (este último em resposta ao tratamento com ácido retinóico). Foram 
testados os tempos 4, 8 (Figura 5) e 24 horas (Figura 6). Além disso, também foi 
testada a concentração de ácido retinóico que causaria indução de rar beta (Figura 
6) e que não fosse tóxica para células, isto é, as células se manteriam saudáveis 








Figura 5: Análise relativa da expressão do mRNA de fez1 e rar beta nos tempos de 4 (A) e 8 
(B) horas. As células U87 foram transfectadas com FEZ1-FLAG e FLAGØ (controle). Os 






Figura 6: Análise relativa da expressão do mRNA de fez1 e rar beta após 24 horas do 
tratamento nas concentração 300nM e 500nM. As células U87 foram transfectadas com 
FEZ1-FLAG e FLAGØ (controle). Os tratamentos foram realizados com etanol (veículo) e 
ácido retinóico. 
 
 Com 4 horas não foi verificada indução de rar beta. Após 8 horas do 
tratamento, a indução aumentou em comparação ao tempo de 4 horas, mas ainda 
foi menor que 24 horas. Também foi verificado que a concentração de 300 nM de 
ácido retinóico foi suficiente para causar indução e ainda manter as células viáveis. 





5. CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 
 
 As proteínas da família FEZ foram primeiramente descritas como homólogas 
de UNC-76 em C. elegans e sua função foi atribuída ao crescimento axonal. A partir 
dessa descoberta outros estudos surgiram buscando caracterizar função e estrutura, 
principalmente da proteína FEZ1, uma vez que esta apresenta expressão restrita ao 
tecido cerebral, enquanto FEZ2 apresenta expressão ubíqua. 
 O principal objetivo desse trabalho foi realizar a caracterização funcional e 
patológica da proteína FEZ1. Para isso foi estudada a interação entre FEZ1 e o 
receptor do ácido retinóico (RAR), através de experimentos com proteínas 
recombinantes purificadas e também utilizando modelos celulares, visando 
aprofundar o conhecimento sobre a função nuclear de FEZ1. Já em relação à 
associação patológica de FEZ foi realizada avaliação da expressão de FEZ1 em 
amostras de tecidos leucêmicos.  
 Inicialmente realizou-se uma revisão da literatura que demonstrou que as 
proteínas da família FEZ são parte de um complexo interatoma e exercem múltiplas 
funções. Essa característica foi amparada por um modelo que determinou que FEZ1 
é capaz de formar um homodímero através de sua região N-terminal, permitindo, 
com isso, que as duas extremidades C-terminal de cada monômero atuem como um 
sítio de docking para a realização de interações proteína-proteína.  
 Funcionalmente, a partir de diferentes triagens por duplo-híbrido, as proteínas 
FEZ foram caracterizadas como proteínas hub, isto é, proteínas com diversos 
parceiros de interação e, por isso, com diferentes funções. Estas funções estão 
relacionadas ao desenvolvimento neuronal, crescimento axonal, organização de 
microtúbulos/transporte celular. Experimentos iniciais demonstraram um possível 
papel nuclear de FEZ1 através da interação com outras proteínas nucleares e 
também diante da demonstração que um dos principais parceiros de interação, a 
proteína SCOCO, foi capaz de regular a transcrição do gene sox2. Outros 
experimentos de nosso grupo demonstraram a presença de FEZ1 na fração nuclear 
de células e a ativação de RAR quando ocorreu a superexpressão de FEZ1. 
 O artigo original sobre a função nuclear de FEZ1 caracterizou a interação 
FEZ1-RAR. As constantes de dissociação dessa interação foram avaliadas, na 




afinidade de ligação FEZ-RAR é comparável aos níveis de ligação entre RAR e seu 
elemento responsivo DR5. Além disso, a interação proteína-receptor não foi 
prejudicada pela presença do ligante ácido retinóico. Também foram mapeados os 
sítios dessa interação. Verificou-se que RAR se liga ao C-terminal de FEZ1 e FEZ1 
se liga ao domínio de ligação do ligante (LBD) de RAR. Em nível celular, também foi 
possível confirmar a interação FEZ1-RAR tanto na presença quanto na ausência de 
ATRA e, ainda, a colocalização de ambas as proteínas na região perinuclear.  
 Posteriormente, por meio de análises da expressão gênica em células 
superexpressando FEZ1, observou-se que, na ausência de ligante, FEZ1 induziu a 
expressão do gene sox2, e, quando na presença do ligante, FEZ1 induziu 
dramaticamente a expressão do gene hoxb4. Esses resultados foram confirmados 
após silenciamento de FEZ1 nas mesmas células.  
 Dessa forma, foi possível aprofundar o estudo do papel nuclear de FEZ1 
como um dos fatores envolvidos na transcrição. Outros experimentos, como por 
exemplo, imunoprecipitação da cromatina (ChIP) com posterior análise por RTqPCR 
e primers específicos para esses genes, poderá prover mais detalhes sobre a 
participação de FEZ1 nesse complexo, bem como de outras proteínas envolvidas. 
 Ainda em fase de estudo e elaboração, o artigo original relacionando FEZ 
com leucemia mielóide aguda demonstrou que FEZ1 apresentou expressão 
diferencial em tecido leucêmico em relação ao tecido controle. Resultados prévios 
do grupo que serão incluídos no artigo também associaram alta expressão de FEZ1, 
principalmente no subtipo M5, tanto in silico quanto em cultura de célula THP-1 
(derivada de leucemia mielóide aguda M5).  
 Além disso, experimentos anteriores do grupo que avaliaram a presença de 
núcleos multilobulados e de mRNA de fez1 demonstrou que, apenas no liquor, 
ocorreu a presença de fenótipo nuclear e, ainda, maior expressão de fez1, quando 
em comparação com a medula óssea. Dessa forma, o objetivo dessa etapa foi 
avaliar se esse padrão de expressão também se repetiria em tecidos de pacientes. A 
maior expressão de FEZ1 foi observada de uma forma geral para leucemia mielóide 
aguda, e não apenas para os subtipos M4/M5. 
 De uma maneira consistente, a presença de FEZ1 no complexo que regula a 
transcrição do gene hoxb4 e, ainda, sua expressão diferencial em tecidos 
leucêmicos parece estar associada com a alta expressão tanto do gene quanto da 




sobre os mecanismos moleculares da formação dos núcleos multilobulados, fenótipo 
já associado à leucemia, e sua relação com FEZ1 e, agora, também com HOXB4 
pode levar à identificação dessas proteínas como novos potenciais biomarcadores 
leucêmicos.  
 Além disso, durante o desenvolvimento, a importância dos genes da família 
hox e do ácido retinóico, em conjunto com maior expressão de FEZ1 também 
durante o desenvolvimento, corrobora com os resultados demonstrando a 
associação entre esses elementos e novos estudos em modelos embrionários 
poderão desvendar seu mecanismo.  
 Em conjunto, os resultados apresentados nesta tese demonstraram novas 
importantes atribuições para a proteína FEZ1: funcionalmente envolvida com a 
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